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RESUMEN  
El objetivo principal del presente trabajo de 
investigación consistió en evaluar el “Efecto protector 
de los compuestos isotiocianatos (ITCs) y de los 
organosulfurados (OSCs) solos o en combinación 
con la vitamina C frente al daño al DNA inducido por 
la N-nitrosopiperidina (NPIP) y la N-
nitrosodibutilamina (NDBA), presentes en los 
alimentos. Así como, en determinar los posibles 
mecanismos de acción por los que estos compuestos 
ejercen su efecto protector”. Para ello, se utilizó la 
línea celular de hepatoma humano (HepG2) y la 
electroforesis alcalina de células individuales o 
ensayo Cometa, con una modificación, que consistió 
en utilizar las enzimas formamidopirimidina-DNA-
glicosilasa (Fpg), endonucleasa III (Endo III) y 3-
metiladenina-DNA glicosilasa (AlKa). Las dos 
primeras enzimas reconocen las purinas y las 
pirimidinas oxidadas, respectivamente, y la última 
enzima las purinas alquiladas. 
En la fase inicial de este trabajo, evaluamos 
el daño al DNA inducido por la NPIP y la NDBA. 
Ninguna de las N-nitrosaminas evaluadas indujeron 
una ruptura significativa de las cadenas del DNA, 
mientras que cuando las células HepG2 se incubaron 
conjuntamente con las enzimas Fpg, Endo III y AlKa 
y las N-nitrosaminas, se observó un incremento 
elevado del daño oxidativo y alquilativo al DNA. 
Como era de esperar, ambas N-nitrosaminas 
indujeron un daño alquilativo al DNA mayor que el 
daño oxidativo. Además, la NPIP requirió 
concentraciones más elevadas que la NDBA para 
ejercer su efecto genotóxico. Posteriormente, 
determinamos si la NPIP y la NDBA inducían 
apoptosis en dos líneas tumorales humanas: células 
de leucemia (HL-60) y de hepatoma (HepG2), 
utilizando diferentes técnicas como la microscopía de 
fluorescencia, la citometría de flujo (ensayo Anexina 
V/IP y TUNEL) y el Western Blot [ruptura de la poli-
ADP-ribosa polimerasa (PARP)]. Las dos N-
nitrosaminas redujeron la viabilidad de las células 
HL-60 y HepG2 mediante la inducción de apoptosis. 
La línea celular HL-60 mostró una mayor sensibilidad 
a la inducción de apoptosis por la NPIP y la NDBA, 
presentando esta última N-nitrosamina un mayor 
efecto apoptótico. Además, la apoptosis inducida por 
la NPIP y la NDBA fue dependiente de la activación 
de las caspasas en ambas líneas celulares, actuando 
indistintamente las caspasas-8 y -9 como caspasas 
iniciadoras en las células HepG2. Por último, se 
utilizó el diacetato de 2´,7´-diclorodihidrofluoresceína 
(H2DCFDA) para detectar la producción intracelular 
de las especies reactivas del oxígeno (EROs) 
inducida por la NPIP y la NDBA en las células HL-60 
y HepG2, y la N-acetilcisteína (NAC) como 
antioxidante para determinar la participación de estas 
EROs en el proceso apoptótico. La producción de las 
EROs aumentó inmediatamente después de la 
exposición de las células a las N-nitrosaminas y fue 
dependiente de la concentración. El pretratamiento 
con la NAC inhibió completamente la producción de 
las EROs inducida por la NPIP y la NDBA, sin 
embargo no fue capaz de bloquear la apoptosis 
inducida por las N-nitrosaminas.  
En la segunda fase de este estudio, 
evaluamos el efecto protector de los OSCs, los ITCs 
y la vitamina C frente al daño al DNA (oxidación de 
las purinas) inducido por la NPIP y la NDBA, 
mediante el ensayo Cometa en células HepG2. De 
los cuatro compuestos OSCs evaluados, el sulfuro de 
dialilo (DAS) fue el único que no protegió frente a la 
oxidación de las purinas inducida por la NDBA, 
mientras que el disulfuro de dialilo (DADS), el sulfuro 
de dipropilo (DPS) y el disulfuro de dipropilo (DPDS) 
eliminaron de una forma más eficaz las purinas 
oxidadas inducidas por la NDBA que por la NPIP. De 
los ITCs, el fenetil isotiocianato (PEITC) y el indol-3-
carbinol (I3C), exhibieron un efector protector similar 
frente al daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP 
y la NDBA. Sin embargo, el alil isotiocianato (AITC) 
no solo no protegió sino que incrementó la oxidación 
de las purinas inducida por ambas N-nitrosaminas. 
La vitamina C también protegió frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por las N-nitrosaminas, 
aunque su efecto protector fue mayor frente a la 
NDBA.   
Debido a que el efecto beneficioso de las 
frutas y las vegetales puede ser resultado de los 
efectos combinados de numerosos compuestos 
bioactivos, procedimos a investigar también el efecto 
protector de los OSCs y los ITCs en combinación con 
la vitamina C frente al daño al DNA (oxidación de las 
RESUMEN-SUMMARY 
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purinas) inducido por la NPIP y la NDBA, mediante el 
ensayo Cometa en células HepG2. El DADS y el 
DPDS en combinación con la vitamina C eliminaron 
completamente las purinas oxidadas inducidas por 
las N-nitrosaminas. Por otro lado, los ITCs en 
combinación con la vitamina C ejercieron una 
protección mayor frente al daño oxidativo al DNA 
(oxidación de las purinas) inducido por la NPIP y la 
NDBA que los ITCs solos. 
Posteriormente, estudiamos los posibles 
mecanismos de acción por los que estos compuestos 
ejercen su efecto protector. Para ello, determinamos 
la actividad enzimática del CYP 1A1 (responsable de 
la activación metabólica de la NDBA), utilizando 
microsomas de células de insecto transfectadas con 
baculovirus que expresaban esta isoforma enzimática 
humana. Todos los agentes quimiopreventivos 
examinados inhibieron la actividad de la 
etoxiresorufina O-deetilasa (CYP 1A1), excepto el 
I3C, en el siguiente orden: DAS> DADS > DPS > 
DPDS > AITC > PEITC > Vitamina C. Sin embargo, 
no se apreció una buena correlación entre el efecto 
protector de estos agentes quimiopreventivos frente 
al daño oxidativo al DNA inducido por la NDBA en las 
células HepG2 y la inhibición de la actividad 
enzimática del CYP 1A1. Por ello, procedimos a 
evaluar otros posibles mecanismos implicados, como 
el efecto de la vitamina C, el DADS y el DPDS en la 
apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA en las 
líneas celulares HL-60 y HepG2. Así, demostramos 
que la vitamina C, el DADS y el DPDS reducen la 
apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA en ambas 
lineas celulares. Por tanto, la inhibición de la 
apoptosis por estos agentes quimiopreventivos 
podría ser otro mecanismo de acción por el que 
ejercen su efecto protector. Finalmente, en el 
presente trabajo determinamos también la capacidad 
de la vitamina C, el DADS y el DPDS de atrapar las 
EROs producidas por la NPIP y la NDBA en las 
células HL60 y HepG2. La vitamina C, un reconocido 
antioxidante hidrofílico, redujo la producción de las 
EROs producida por la NPIP y la NDBA en ambas 
líneas celulares, mientras que los antioxidantes 
lipofílicos, como el DADS y el DPDS, disminuyeron 
menos eficientemente las EROs generadas tras la 




 - 15 -
SUMMARY 
The aim of this study was to evaluate “The 
protective effect of isothiocyanates (ITCs) and 
organosulfur compounds (OSCs) alone or in 
combination with vitamin C towards DNA damage 
induced by N-nitrosopiperidine (NPIP) and N-
nitrosodibutylamine (NDBA), two food N-
nitrosamines. As well as possible mechanisms by 
which these chemopreventive compounds exert their 
protective effect”. In this study, the human hepatoma 
cell line (HepG2) and the single cell-gel 
electrophoresis or Comet assay have been used. The 
Comet assay was modified using enzymes 
formamidopyrimidine-DNA glycosylase (Fpg), 
endonuclease III (Endo III) and 3-methyladenine-DNA 
glycosylase (AlKa). The two first enzymes uncover 
the oxidized purines and pyrimidines, respectively, 
and the last enzyme uncovers alkylated purines.  
In the first part of this work, the NPIP and 
NDBA-induced DNA damage has been evaluated. 
None of the N-nitrosamines tested induced significant 
DNA strand breaks, while cells exposed to N-
nitrosamines and incubated with Fpg, Endo III or AlKa 
enzymes showed a high oxidative and alkylative DNA 
damage. Both N-nitrosamines induced greater 
alkylative DNA damage than oxidative. Moreover, it 
was necessary to use higher doses of NPIP than 
NDBA to exert its genotoxic effect. Next, the induction 
of apoptosis by NPIP and NDBA was investigated in 
two human tumour cell lines: HL-60 (leukemia) and 
HepG2 (hepatoma), using different techniques such 
as fluorescence microscopy, flow cytometry (Annexin 
V/PI and TUNEL assays) and Western Blot [poly-
ADP-ribose polymerase (PARP) cleavage]. Both N-
nitrosamines reduced the HL-60 and HepG2 cell 
viability by inducing apoptosis. HL-60 was the most 
sensitive cell line to the induction of apoptosis by 
NPIP and NDBA, and NDBA seems to have higher 
apoptotic effect than NPIP. The apoptosis induced by 
NPIP and NDBA was caspase-dependent pathway in 
HL-60 and HepG2 cell lines, being both caspase-8 
and -9 the initiator caspases in HepG2 cells. Finally, 
reactive oxygen species (ROS) production induced by 
NPIP and NDBA was determined using 2´,7´-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) in 
HL-60 and HepG2 cells and N-acetylcysteine (NAC) 
was used to explore the role of ROS in N-
nitrosamines-induced apoptosis. The production of 
ROS occurred immediately after exposure of cells to 
N-nitrosamines and in a dose-dependent manner. 
The pretreatment with NAC completely inhibited the 
ROS production induced by NPIP and NDBA, but it 
was not able to block N-nitrosamine-induced 
apoptosis.  
In the second part of this study, the 
protective effects of OSCs, ITCs and vitamin C 
towards DNA damage (oxidized purines) induced by 
NPIP and NDBA were determined, using the Comet 
assay in HepG2 cells. Among OSCs evaluated, diallyl 
sulphide (DAS) did not protect against oxidized 
purines induced by NDBA, whereas diallyl disulphide 
(DADS), dipropyl sulphide (DPS) and dipropyl 
disulphide (DPDS) removed the NDBA-induced 
oxidized purines more efficient than NPIP-induced. 
ITCs, in particular phenethyl isothiocyanate (PEITC) 
and indole-3-carbinol (I3C), exhibited similar 
protective effects towards oxidative DNA damage 
induced by NPIP and NDBA. However, allyl 
isothiocyanate (AITC) did not show protective effects, 
but in addition increased the levels of oxidized 
purines induced by both N-nitrosamines. The results 
also showed that vitamin C protected towards 
oxidative DNA damage induced by N-nitrosamines, 
although its protective effect was higher towards 
NDBA-induced oxidative DNA damage. 
Due to the beneficial effects of fruits and 
vegetables may result from the combined effects of 
numerous bioactive compounds, the protective 
effects of OSCs and ITCs in combination with vitamin 
C towards DNA damage (oxidized purines) induced 
by NPIP and NDBA were evaluated, using the Comet 
assay in HepG2 cells. DADS and DPDS in 
combination with vitamin C showed an overall 
protective effect towards the formation of oxidized 
purines induced by N-nitrosamines. In the other hand, 
ITCs in combination with vitamin C exerted a higher 
protection than ITCs alone towards NPIP and NDBA-
oxidative DNA damage (oxidized purines). 
Subsequently, the feasible mechanisms of 
action by which these compounds exert their 
protective effects were analysed, using microsomes 
from baculovirus-infected cells expressing phase I 
RESUMEN-SUMMARY 
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enzymes activities of human CYP 1A1 (responsible of 
metabolic activation of NDBA). All the 
chemopreventive compounds examined inhibited the 
ethoxyresorufin O-deethylation activity (CYP 1A1), 
except I3C, in the following order: DAS> DADS > 
DPS > DPDS > AITC > PEITC > Vitamina C. 
However, our results did not show a good correlation 
between the protective effect of these compounds 
towards oxidative DNA damage induced by NDBA in 
HepG2 cells and, human CYP 1A1 inhibition. For that 
reason, other mechanisms were determined, such as 
the effects of vitamin C, DADS and DPDS against 
NPIP and NDBA-induced apoptosis in HL-60 and 
HepG2 cell lines. We demonstrated that vitamin C, 
DADS and DPDS reduced the apoptosis induced by 
NPIP and NDBA in both cell lines. Therefore, the 
inhibition of apoptosis by these chemopreventive 
compounds could be another mechanism of action by 
which exert their protective effects. Finally,  in  the  
present  study,  we  also  determined  the  
scavenging  ability  of  vitamin  C,  DADS  and  DPDS  
towards  ROS  production  induced  by  NPIP  and  
NDBA  in  HL-60  and  HepG2  cells.  Vitamin  C,  a  
well  recognized  hydrophilic  antioxidant,  reduced  
the  production  of  ROS  induced  by NPIP and 
NDBA in both cell lines, whereas lipophilic 
antioxidants, such as DADS and DPDS decreased 





 - 17 -
ABREVIATURAS 
•NO2 : Dióxido de nitrógeno  
•O2-: Anión superóxido  
1O2 : Oxígeno molecular “singlete” 
8-OHdG: 8-hidroxideoxiguanosina 
8-OHG: 8-hidroxiguanina 
AIF: Factor inductor de apoptosis 
AITC: Alil isotiocianato 
AlKa: Enzima 3-metiladenina-DNA glicosilasa  
Apaf-1: Factor activador de apoptosis-1 
Apo2L: Ligando Apo2 
Apo3L: Ligando Apo3 
AT: Enzima O6 alquilguanina DNA 
alquiltransferasa 
B(a)P : Benzo (a)pireno 
Bax:  Miembro proapoptótico de la subfamilia 
Bax, pertenece a la familia Bcl-2 
Bcl-2: Familia de proteínas del gen 2 de células B 
Bcl-XL: Miembro antiapoptótico de la subfamilia 
Bcl-2, pertenece a la familia Bcl-2 
BH:  Bcl-2 homólogos 
CDR:  Cantidad diaria recomendada 
CYP450: Citocromo P450 
DADS: Disulfuro de dialilo 
DAS: Sulfuro de dialilo 
dATP: Desoxiadenosin trifosfato 
DCF: Dihidrofluoresceína 
DD: Dominio de muerte celular 
DED: Dominio efector de muerte celular  
DIM: 3,3´diindoilmetano  
DISC: Complejo de señalización e inductor de 
muerte celular  
DMBA: 7,12 dimetilbenzo(a)antraceno 
DPDS: Disulfuro de dipropilo 
DPS: Sulfuro de dipropilo 
DR3: Receptor de muerte celular 3 
DR4: Receptor de muerte celular 4 
DR5: Receptor de muerte celular 5 
dUTP: 2’-deoxiuridina 5’-trifosfato 
EGCG: Galato de epigalocatequina    
Endo III:  Enzima endonucleasa III 
EPHX1: Enzima epóxido hidrolasa  
ERE: Elemento de respuesta a estrógenos 
ERNs: Especies reactivas del nitrógeno 
EROs: Especies reactivas del oxígeno 
FADD: Proteína adaptadora que interactúa con los 
dominios de muerte celular Fas y TNFR1 
Fas-L: Ligando de Fas  
Fas-R: Miembro de la familia del receptor TNF 
FLIP: Proteína inhibidora de la caspasa-8 




GST: Enzima glutatión-S-transferasa 
H2DCF:  Diclorodihidrofluoresceína 
H2DCFDA: Diacetato de 2’,7’-
diclorodihidrofluoresceína 
H2O2 : Peróxido de hidrógeno  
HAPs:  Hidrocarburos aromáticos policíclicos  
HepG2: Células derivadas de hepatoma humano 
HL-60:  Células derivadas de leucemia humana 
HO• : Radical hidroxilo  
I3C: Indol-3-carbinol  
IAPs: Familia de proteínas inhibidoras de la 
apoptosis 
IP: Ioduro de propidio  
ITCs: Compuestos isotiocianatos 
LMP: Agarosa de bajo punto de fusión  
MGMT: Enzima O6 metilguanina DNA 
metiltransferasa 
MMR: Mecanismo de reparación de errores en el 
apareamiento de las bases del DNA 
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio 
NAC: N-acetilcisteína 









NQO: Enzima NAD(P)-quinona oxidoreductasa 
Ogg1: Enzima 8-oxo-guanina glicosilasa 
ON•: Óxido nítrico 
ONOO• : Peroxinitrito  
OSCs: Compuestos organosulfurados 
p53: Gen supresor de tumores  
PARP: Enzima poli-(ADP-ribosa)-polimerasa 
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PT: Permeabilidad transitoria 
Ras: Familia del oncogen ras  
RE: Receptor de estrógenos  
SDH: Enzima succinato deshidrogenada 
mitocondrial 
Smac/Diablo: Activador secundario mitocondrial de 
caspasas/proteína de unión a IAPs  
SOD: Enzima superóxido dismutasa  
SULT: Enzima sulfotransferasa  
tBid: Forma truncada de Bid 
TNFR: Familia del receptor del factor de necrosis 
tumoral 
TNF-R1  Receptor 1 de muerte celular y miembro 
de la familia del receptor del factor de 
necrosis tumoral. 
TNF-α:  Factor de necrosis tumoral α  
Trp-P-1:  3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido (4,3-b) indol 
Trp-P-2:  3-amino-1-metil-5H-pirido (4,3-b) indol 
TUNEL: Método de marcaje de los extremos 3’-OH 
libres del DNA, utilizando la enzima 
deoxinucleotidil transferasa (TdT) y 
nucleótidos modificados 
UDP-GT 1A4: Enzima UDP-glucuronil transferasa 1A4 
UDP-GT:         Enzima UDP-glucuronil-transferasa 
Z-DEVD-FMK: Inhibidor específico de caspasa-3 
Z-IETD-FMK:   Inhibidor específico de caspasa-8 
Z-LEHD-FMK:  Inhibidor específico de caspasa-9 
Z-VEID-FMK:   Inhibidor específico de caspasa-6 
 
LISTA DE FIGURAS Y TABLAS 
____________________________________________________________________________________ 
 - 19 -
LISTA DE FIGURAS  
Figura 1. Vías de ingestión de los nitratos y nitritos y sus posibles efectos tóxicos. 
Figura 2. Vías de formación in vivo de las N-nitrosaminas. 
Figura 3.  Carcinogénesis inducida por las N-nitrosaminas. 
Figura 4. Metabolismo de  los xenobióticos (Santiago y col., 2002).  
Figura 5. Activación metabólica de la N-nitrosopiperidina (NPIP) (Wong y col., 2003 b). 
Figura 6. Activación metabólica de la N-nitrosodibutilamina (NDBA) (Shu y Hollenberg, 1996). 
Figura 7. Principales posiciones de alquilación del DNA (DrablØs y col., 2004). 
Figura 8. Mecanismo de reparación de la O6 alquilguanina DNA alquiltransferasa (AT) (Gerson, 2004). 
Figura 9. Fuentes y respuesta celular a las EROs (Finkel y Holbrook, 2000). 
Figura 10. Estructura química de la 2´-deoxiguanina (dG), de la 8-hidrodeoxiguanina (8-OHdG) y de la 8-
hidroxiguanina (8-OHG). 
Figura 11. Formación de un sitio apurínico a partir de la 8-nitroguanina (Kawanishi y col., 2006). 
Figura 12. Patologías asociadas con alteraciones en el proceso de apoptosis. 
Figura 13. Características morfológicas de los tipos de muerte celular más frecuentes (De Bruin y 
Medema, 2008). 
Figura 14. Cambios morfológicos y bioquímicos durante el proceso de apoptosis. 
Figura 15. Activación y estructura general de las procaspasas (Cascales, 2003). 
Figura 16. Vías de activación y regulación de la apoptosis. 
Figura 17. Miembros de la familia de proteínas Bcl-2 (Taylor y col., 2008) 
Figura 18. Regulación de la apoptosis por las proteínas Bcl-2 y Bax. 
Figura 19. Conexión entre las vías extrínseca e intrínseca y su regulación por la familia de proteínas Bcl-2. 
Figura 20. Mecanismo de acción del gen p53 (Miret, 2003). 
Figura 21. Lesiones en el DNA y vías apoptóticas inducidas por los agentes alquilantes (Kaina y col., 
2007). 
Figura 22. Relación de las EROs con las vías apoptóticas. 
Figura 23. Mecanismos de inducción de apoptosis por los componentes de la dieta (Khan y col., 2008).  
Figura 24. Papel de la apoptosis inducida por los compuestos carcinogénicos de la dieta en el desarrollo 
tumoral.  
Figura 25. Pirámide de la Estrategia para la Nutrición, Actividad Física y Prevención de la Obesidad 
(Nutrition, Physical Activity and Obesity Prevention Strategy, NAOS), elaborada por la Agencia Española 
de Seguridad Alimentaria y Nutrición (AESAN). 
Figura 26. Mecanismos de acción de los agentes quimiopreventivos bloqueadores y supresores (Surh, 
2003).  
Figura 27. Mecanismos de protección de los agentes quimiopreventivos de la dieta (Dorai y Aggarwal, 
2004). 
Figura 28. Estructura química de los compuestos isotiocianatos. 
LISTA DE FIGURAS Y TABLAS 
____________________________________________________________________________________ 
 - 20 -
Figura 29. Conversión del indol-3-carbinol a 3,3´diindoilmetano por la acción de los jugos gástricos. 
Figura 30. Estructura química de los compuestos organosulfurados del género Allium. 
Figura 31. Estructura química de la vitamina C. 
Figura 32. Morfología de las líneas HL-60 (A) y HepG2 (B) al microscopio óptico. 
Figura 33. Estructura química de (A) la N-nitrosopiperidina (NPIP) y de (B) la N-nitrosodibutilamina 
(NDBA).  
Figura 34. Reacción de metabolización del MTT a formazán, mediante la actividad de la enzima 
succinato deshidrogenasa (SDH) en células viables. 
Figura 35. Procedimiento del método colorimétrico MTT. 
Figura 36. Células HepG2 (A) control y (B) tratadas con NPIP, al microscopio de fluorescencia, utilizando 
el ensayo Cometa 
Figura 37. Ensayo Cometa. 
Figura 38. Características morfológicas de apoptosis: (A) burbujeo de la membrana o “blebbing”; (B) 
condensación de la cromatina; y (C) formación de cuerpos apoptóticos. 
Figura 39.  Detección morfológica de apoptosis en las líneas celulares HL-60 y HepG2. 
Figura 40. Detección de la fosfatidilserina (FS) por el ensayo Anexina V. 
Figura 41. Ensayo Anexina V/IP. 
Figura 42. Diagramas de puntos de las células HL-60 control (A) y tratadas con la NPIP a 20 mM durante 
18 h (B) y 24 h (C), cuantificadas mediante el ensayo AnexinaV/IP. 
Figura 43. Incorporación de los nucleótidos dUTP-fluoresceína a los extremos 3’-OH libres del DNA por la 
acción de la enzima deoxinucleotidil transferasa (TdT). 
Figura 44. Método TUNEL.   
Figura 45. Diagramas de puntos de las células HL-60 control (A) y tratadas con NPIP a 5 mM (B) y 20 
mM (C) durante 48 h, cuantificadas mediante el método TUNEL. 
Figura 46. Inhibición de la actividad de las caspasas. 
Figura 47. Medida de la actividad de las caspasas. 
Figura 48. Diagramas de puntos de las células HepG2 control (A) y tratadas con NDBA a 2,5 mM durante 
72 h en ausencia (B) o presencia (C) del inhibidor de la caspasa-3, cuantificadas mediante el método 
TUNEL. 
Figura 49. Actividad de la poli-(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP). 
Figura 50. Análisis de la PARP mediante Western Blot.  
Figura 51. Hidrólisis del diacetato 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) por esterasas intracelulares 
a diclorodihidrofluoresceína (H2DCF), y su posterior oxidación a dihidrofluoresceína (DCF) en presencia 
de las EROs.  
Figura 52. Método del diacetato de 2´,7´-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA). 
LISTA DE FIGURAS Y TABLAS 
____________________________________________________________________________________ 
 - 21 -
Figura 53. Diagramas de puntos de las células HepG2 control (A) y tratadas con la NPIP a 25 mM 
durante 1 h (B), cuantificadas mediante el método del diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína 
(H2DCFDA). 
Figura 54. Método de la O-deetilación de la 7-etoxiresorufina.  
Figura 55. Ruptura de las cadenas del DNA y oxidación de las purinas inducida por la NPIP (A) y la 
NDBA (B) en células de hepatoma humano (HepG2) incubadas en ausencia (■) o presencia (♦) de la 
enzima Fpg. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (C0) *** p ≤ 0,001, ** 
p ≤ 0,01 y * p ≤ 0, 05.  
Figura 56. Efecto protector de la vitamina C frente al daño oxidativo inducido por la NPIP (A) y la NDBA 
(B) en células de hepatoma humano (HepG2). C1,   células HepG2 tratadas con N-nitrosaminas en 
presencia de la enzima Fpg.     Células HepG2 tratadas con N-nitrosaminas y vitamina C en presencia de 
la Fpg. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control ** p ≤ 0,01 y * p ≤0,05.  
Figura 57. Efecto de la vitamina C en la actividad de la 7-etoxiresorufina O-deetilasa (CYP 1A1). Los 
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control ** p ≤ 0,01. 
Figura 58. Ruptura de las cadenas del DNA, oxidación de las pirimidinas y alquilación de las purinas 
inducida por la (A) NPIP,     9 mM,     44 mM y (B) NDBA,     0,3 mM,     3 mM en células de hepatoma 
humano (HepG2).   Células HepG2 sin tratar. Los asteriscos indican diferencias significativas con 
respecto al control *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01 y * p ≤0,05. 
Figura 59. Efecto del AITC en la actividad de la 7-etoxiresorufina O-deetilasa (CYP 1A1). Los asteriscos 
indican diferencias significativas con respecto al control *** p ≤ 0,001 y ** p ≤ 0,01. 
Figura 60. Efecto de la NPIP (A) y de la NDBA (B) en la viabilidad de las células HepG2 empleando el 
método MTT. Las células se cultivaron con diferentes concentraciones de las N-nitrosaminas durante 6    
(     ), 18 (    ) y 24 (    ) h. C0, células HepG2 sin tratar. Los asteriscos indican diferencias significativas con 












LISTA DE FIGURAS Y TABLAS 
____________________________________________________________________________________ 
 - 22 -
LISTA DE TABLAS 
Tabla 1. Contribución de los alimentos a la ingesta de nitratos (%). 
Tabla 2. Límites de concentración para los nitritos y nitratos establecidos en el Real Decreto 1118/2007. 
Tabla 3. Actividad carcinogénica de la NPIP y de la NDBA (Tricker y Preussmann, 1991). 
Tabla 4. Expresión de las distintas isoformas del CYP450 en hepatocitos primarios y en la línea celular de 
hepatoma humano HepG2 (Donato y col., 2008). 
Tabla 5. Tipos de muerte celular. 
Tabla 6. Métodos para la detección de los diferentes tipos de muerte celular. 
Tabla 7. Sustratos de las caspasas (Jordán, 2003). 
Tabla 8. Diferencias entre alimentos funcionales y nutracéuticos (Shahidi, 2002). 
Tabla 9. Clasificación de los agentes quimiopreventivos según su estructura química y sus principales 
fuentes en los alimentos (Russo y col., 2005). 
Tabla 10. Compuestos quimiopreventivos utilizados en este trabajo frente a la genotoxicidad de la NPIP y 
de la NDBA. 
Tabla 11. Efecto de la NPIP y de la NDBA en la apoptosis de las células HepG2 empleando el colorante 
vital naranja de acridina.





























CAPÍTULO I:  
INTRODUCCIÓN GENERAL 




 - 25 -
1. NITRATOS Y NITRITOS EN LOS ALIMENTOS 
El nitrato está presente de forma natural en 
el medio ambiente como consecuencia del ciclo del 
nitrógeno, que puede estar alterado por diversas 
actividades humanas. Entre éstas cabe destacar la 
utilización de fertilizantes nitrogenados en la 
agricultura, los vertidos orgánicos de origen 
doméstico e industrial no sometidos a tratamientos 
adecuados de depuración y, el uso de aditivos 
alimentarios. 
De esta forma el nitrato está ampliamente 
distribuido en los alimentos, siendo las principales 
fuentes de exposición los vegetales, el agua de 
bebida y los productos cárnicos (Tabla 1). Se ha 
calculado una ingesta media de nitrato de 50-140 
mg/día en Europa y de 40-100 mg/día en Estados 
Unidos (Mensinga y col., 2003), ambas muy por 
debajo de la ingesta diaria admisible (IDA) máxima 
establecida en 240 mg/día para una persona de 65 
kg según el Comité Científico de Alimentación 
Humana (CCAH). Algunas especies vegetales tienen 
gran capacidad de acumulación de nitrato (los 
productos de hoja fundamentalmente), por lo que 
puede ser frecuente encontrar cantidades elevadas 
en este tipo de productos. La lechuga, las espinacas, 
la remolacha y el apio son algunos ejemplos donde la 
concentración media de nitratos es cercana a los 
1000 mg/kg de peso fresco, e incluso puede alcanzar 
los 3000-4000 mg/kg (Walker, 1996; Van Vliet y col., 
1997). El grado de acumulación no sólo depende del 
tipo y de la variedad genética, sino también de la 
temperatura, la luz solar, el nitrógeno disponible, o el 
modo de cultivo entre otros factores.  
Por otro lado, aunque la presencia de nitrito 
en los alimentos es poco significativa (Merino y col., 
2000; AIIC, 2006), el nitrato puede transformarse en 
nitrito por reducción bacteriana tanto en los alimentos 
(durante el procesado y el almacenamiento), como 
en el propio organismo (en la saliva y en el tracto 
gastrointestinal). Se estima que un 5% del nitrato 
ingerido se transforma en nitrito endógenamente, lo 
que supone la fracción mayoritaria de la exposición 
global a este compuesto.  
Para alcanzar un nivel elevado de 
protección de la salud pública, la Unión Europea ha 
establecido las concentraciones máximas de nitrato 
en algunos vegetales, como la lechuga y las 
espinacas, a través del Reglamento nº 1881/2006. 
Otras medidas para la reducción de los nitratos y 
nitritos en vegetales de hoja verde son la 
implantación de programas de vigilancia, orientados 
a la reducción progresiva de los niveles en las 
especies con contenidos más elevados, la 
elaboración de códigos de buenas prácticas agrícolas 
dirigidos a la utilización adecuada de los fertilizantes, 
así como una selección de variedades que acumulen 
poco nitrato. En lo referente al agua de bebida, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS, 1984) ha 
establecido 50 mg/l como límite máximo permitido de 
Tabla 1. Contribución de los alimentos a la ingesta de nitratos (%). 
 





Agricultura, Pesca y 
Alimentación. Reino 
Unido (1997) 
Instiuto Federal para 








Sanidad del País 
Vasco (1997) 
 Verduras y hortalizas 36 75 
 Patatas 33 
60 <90 
12 
 Derivados cárnicos 4,2  5 
 Pan y cereales 3,7 <5 
 Fruta 3,5 5 
 Leche y productos lácteos 6 
 Resto de alimentos 5,1 
14 
 Bebidas 8,5 - 
 
 
 Agua - 26 5 8 
 Total  100% 100% 100% 100% 
 
 * ingesta total de nitratos y nitritos 
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nitratos, pero aún así puede contribuir de forma 
importante a la ingesta total de nitrato en algunas 
zonas.  
En productos como piezas curadas, 
embutidos fermentados y mezclas gelificadas 
cocidas, el empleo de nitratos y nitritos se hace 
indispensable para obtener productos de una calidad 
competitiva que abarca aspectos tales como su 
estabilidad microbiológica (Russell y Gould, 2003) y 
la obtención de unas características sensoriales 
deseadas (Fennema, 2000). El proceso de 
elaboración de productos cárnicos con un mayor 
empleo de nitratos y nitritos es el curado o salazón. 
Este procedimiento empleado desde la antigüedad 
para conservar la carne sigue siendo utilizado hoy en 
día, aunque con algunas diferencias respecto al 
método original. El curado consiste en la 
incorporación de sal junto con diversos aditivos, 
como los nitratos o/y nitritos, a los productos que 
serán sometidos a este proceso (Cameán y Repetto, 
2007). 
Las funciones de los nitratos y nitritos en los 
productos cárnicos curados pueden resumirse en las 
siguientes:  
• favorecen la formación y estabilización del color 
rojo característico de la carne curada (Cornforth y 
Jayasingh, 2004), 
• inhiben el crecimiento de bacterias patógenas 
como Clostridium botulinum y previenen la toxina 
botulínica (Ventanas y col., 2004),  
• contribuyen al desarrollo del aroma típico de la 
carne curada (Pegg y Shahidi, 2000) y finalmente,  
• poseen un efecto antioxidante (Sebranek y Bacus, 
2007), retardando el desarrollo de la rancidez y 
evitando la alteración de las características 
sensoriales.  
Aunque la adición de los nitritos y nitratos 
en la elaboración de productos cárnicos es necesaria 
por las funciones anteriormente mencionadas, desde 
1945 existe una creciente preocupación por los 
efectos derivados de su consumo (Comly, 1945). El 
nitrato en sí mismo generalmente no es tóxico. La 
toxicidad es normalmente el resultado de la 
conversión de los nitratos en nitritos por bacterias 
reductoras. Los nitritos, sin embargo, pueden llegar a 
tener efectos adversos importantes (Honikel, 2004). 
La toxicidad de éstos puede ser directa, por su papel 
en la síntesis de la metahemoglobina (Phillips, 1971; 
Tannenbaum, 1984) o indirecta, al ser origen de 
agentes nitrosantes requeridos para la formación de 
las N-nitrosaminas (Sen y col., 1969), tal y como se 
representa en la Figura 1. 
En la década de los años 60, y debido al 
descubrimiento de la formación de la N-
nitrosodimetilamina (NDMA) y de sus efectos 
                     
Agua de bebida













Figura 1. Vías de ingestión de los nitratos y nitritos y sus posibles efectos tóxicos.  
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cancerígenos (Magee y Barnes, 1956), se abrió un 
nuevo campo de investigación sobre la actividad 
biológica de un gran número de compuestos N-
nitroso (Loeppky, 1994). La controversia que suscitó 
el tema en los productos cárnicos desencadenó en 
1970 que el Instituto Americano de la Carne (AMI) 
planteara el problema a la Administración de Drogas 
y Alimentos (ADA) y, al Ministerio de Agricultura de 
los Estados Unidos (United State Department of 
Agriculture, USDA). Por otra parte, la preocupación 
por el uso de nitratos y nitritos como aditivos 
alimentarios en productos cárnicos, dio lugar a que 
se celebrara en Europa el primer Simposio 
Internacional sobre Nitritos en los Productos Cárnicos 
(Krol y Tinbergen, 1974). Las conclusiones de este 
simposio fueron que los nitritos eran inhibidores de 
Clostridium botulinum y que existía una clara 
evidencia de que las N-nitrosaminas podían estar 
presentes, en cantidades trazas, en los productos 
cárnicos.  
Así, aunque la concentración de N-
nitrosaminas en los alimentos sea en cantidades 
extremadamente pequeñas, las consecuencias de su 
presencia en los mismos no deben ser ignoradas por 
dos razones principales. En primer lugar, porque las 
N-nitrosaminas poseen un gran potencial 
carcinogénico y en segundo lugar, porque éste 
podría ser mayor en los seres humanos (cuando se 
administran de forma continuada) que en los 
animales de experimentación. Esto se desprende de 
un estudio llevado a cabo por Hoffmann y Hecht 
(1985) en el cual observaron que las ratas eran más 
sensibles a los efectos carcinogénicos de las N-
nitrosaminas que otras especies inferiores en la 
escala evolutiva como los ratones o los hamsters.  
Al mismo tiempo, aún cuando se conoce el 
riesgo de la presencia de N-nitrosaminas, la 
prevención de un peligro mayor como el botulismo, 
hace que no se pueda prescindir de estos aditivos 
conservadores en un futuro próximo. De acuerdo con 
esto, se aconsejó reducir la cantidad de nitrito, 
adicionado y residual en los productos cárnicos, pero 
siempre que no fuera en detrimento de su carácter 
inhibidor de Cl. botulinum (Vargas del Río y Taborda, 
2006). En este sentido, se desarrollaron 
investigaciones cuyos resultados permitieron 
disminuir los niveles de nitrito residual hasta 10-30 
mg/kg, bien reduciendo la dosis adicionada o 
mediante la incorporación de ascorbato o de 
isoascorbato sódico, compuestos que bloquean la 
reacción de nitrosación (Pourazrang y col., 2002).  
La posibilidad de formación de N-
nitrosaminas cancerígenas en los productos cárnicos, 
así como la posible formación endógena de las 
mismas a partir de precursores presentes en este 
tipo de productos, ha llevado a las autoridades 
sanitarias a cuestionarse los límites establecidos. El 
Real Decreto 1118/2007 incorpora parcialmente a 
nuestro ordenamiento jurídico la Directiva 
2006/52/CE y modifica el RD 141/2002, por el que se 
aprueba la lista positiva de aditivos distintos de 
colorantes y edulcorantes para su uso en la 
elaboración de productos alimenticios, así como sus 
condiciones de utilización. Esta legislación ha tenido 
especial incidencia en la utilización de los nitratos y 
nitritos, sobre todo en la elaboración de productos 
curados. En la Tabla 2 se muestran los límites de 
concentración establecidos para los nitratos y nitritos.  
La legislación establece como dosis máximas 
añadidas para los nitritos (E 249 y E 250) 150 mg/kg 
Tabla 2. Límites de concentración para los nitritos y nitratos establecidos en el RD 1118/2007. 
 
Cantidad máxima  durante 
la fabricación 1 Dosis residual máxima 
1  Productos alimenticios 
E-249 y E-250 E-251 y E-252 E-249 y E-250 E-251 y E-252 
 150 150    Productos cárnicos no tratados por el 
ca lor Salchichón, chorizo y 
similares > 30 días 
de curación 
 250   
 Productos cárnicos esterilizados 100    






curados en seco 
Jamón y pale ta 
curada, lomo 
embuchado y cecina 
  100 250 
 
1 Expresado en mg/kg como NaNO2 o NaNO3 
E-249: Nitrito potásico          E-250: Nitrito sódico 
E-251: Nitrato sódico            E-252: Nitrato potásico 
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en los productos cárnicos no tratados por el calor, 
mientras que en los productos cárnicos esterilizados 
se limita a 100 mg/kg. Respecto a los nitratos (E 251 
y E 252) pueden adicionarse en productos cárnicos 
no tratados por el calor a una dosis máxima de 150 
mg/kg, excepto en el salchichón, chorizo y otros 
embutidos similares con un mínimo de 30 días de 
curación, que puede llegar a 250 mg/kg (si no se 
adicionan nitritos). Desaparece su uso en productos 
cocidos y conservas. Por último, en el caso de los 
productos tradicionales curados en seco como jamón 
y paleta curada, lomo embuchado y cecina, 
únicamente se establecen las dosis residuales 
máximas de estos aditivos.  
No obstante, Dinamarca ha sido el único 
país de la Unión Europea que se ha negado a 
trasponer dicha directiva a su Derecho nacional en lo 
referente a la adición de nitritos a los productos 
cárnicos. Las autoridades danesas alegaron que las 
cantidades máximas añadidas que establece la 
Directiva 2006/52/CE son demasiado elevadas desde 
un punto de vista sanitario y que no se ha 
documentado la necesidad tecnológica de tales 
valores. Un dato importante a tener en cuenta es que 
en Dinamarca aproximadamente el 90% de la ingesta 
de productos cárnicos consiste en productos a los 
que se aplica una cantidad máxima de 60 mg/kg de 
nitritos añadidos, por lo que, la trasposición de la 
Directiva 2006/52/CE y la introducción del límite 
general de 150 mg/kg podría multiplicar por 2,3 a 2,4 
la ingesta de nitritos, es decir, esto supondría un 
incremento equivalente en la ingesta de N-
nitrosaminas. Así, en mayo de 2008 la Comisión 
Europea aprobó la Decisión 2008/448/CE, por la que 
permite mantener a Dinamarca una legislación 
(Orden Nº 22 de 11 de enero de 2005 sobre aditivos 
alimentarios) más restrictiva que la indicada en la 
Directiva 2006/52/CE, con respecto al contenido de 
nitritos en productos cárnicos. 
Los consumidores reclaman cada vez más 
alimentos naturales mínimamente procesados que 
sean seguros, sin emplear tecnologías agresivas 
como serían los tratamientos térmicos (esterilización, 
pasteurización) o los conservantes químicos 
tradicionales (nitratos o/y nitritos) (de Ancos y col., 
2006). En consecuencia, existe un interés creciente 
en el empleo de tecnologías no-térmicas de 
procesado y aditivos antimicrobianos naturales 
(Roller, 2003) que prolonguen la vida útil de los 
alimentos en condiciones óptimas de calidad, sin 
comprometer ni la seguridad ni las propiedades 
sensoriales. Actualmente, se tiende al uso simultáneo 
o combinado de varios factores de conservación para 
reforzar la eficacia de cada factor individual, siendo 
conocido este proceso como “tecnología de barreras” 
(Leistner, 2000). Se han propuesto varios métodos, 
entre ellos: 
• el uso de gases no convencionales, como el 
argón (Djenane y col., 2005) y el monóxido de 
carbono (Luño y col., 2000; Nissen y col., 2000),  
• el empleo de antioxidantes naturales, bien de 
origen vegetal, como la borraja, (Wettasinghe y 
Shahidi, 1999; 2000), el romero (Sánchez-Escalante 
y col., 2003 a; Djenane y col., 2002; 2003; Nissen y 
col., 2004), el orégano (Tsigarida y col., 2000; 
Farkas, 2000; Sánchez-Escalante y col., 2003 b) y el 
pimiento (Aguirrezábal y col., 2000; Sánchez-
Escalante y col., 2003 c); o bien de origen muscular, 
como la carnosina (O´Neill y col., 1999; Djenane y 
col., 2004; Sánchez Escalante y col., 2003 d), la 
taurina (Sánchez-Escalante y col., 2001; Djenane y 
col., 2002) y las poliaminas (Lovaas y Carlin, 1991),  
• la utilización de compuestos con propiedades 
antimicrobianas como los ácidos orgánicos (Belk, 
2001; Stivarius y col., 2002; Djenane y col., 2003; Gill 
y Landers, 2004) y las bacteriocinas (Richard, 1996) 
y, finalmente,  
• la irradiación que ha demostrado ser un método 
eficaz para mejorar la calidad sanitaria y aumentar la 
vida útil de los alimentos (Chawla y Chander, 2004). 
Sin embargo, su introducción comercial está siendo 
muy lenta debido a la reticencia del consumidor que 
solo ve una técnica complicada y abstracta que hace 
intervenir la energía nuclear. Además influyen otros 
factores de tipo económico, tecnológico y político. 
El empleo de estos sistemas en la industria 
constituye una alternativa prometedora para alargar 
la vida útil de las carnes y productos cárnicos, y 
además, le permite liberarse del etiquetado 
sistemático relativo a aditivos sintéticos que tanto 
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2. N-NITROSAMINAS VOLÁTILES EN LA DIETA 
Los compuestos N-nitroso a los que está 
expuesta la población derivan de dos orígenes 
diferentes, del medio ambiente o de forma endógena 
(Sawamura y col., 2005). Se estima que el humo del 
tabaco contribuye en un 1,5-6,0 mg/día a la 
exposición a N-nitrosaminas, mientras que los 
alimentos y cosméticos aportan diariamente cerca de 
0,2-0,5 mg y <0,05 mg, respectivamente (Proksch, 
2001). Excluyendo ciertas ocupaciones laborales en 
las que la presencia de N-nitrosaminas es muy 
elevada (por ejemplo en la industria de la goma) 
(Fajen y col., 1979; Spiegelhalder y Preussmann, 
1983; Nutt, 1984; Straif y col., 2000), la exposición al 
humo del tabaco probablemente representa la 
principal fuente exógena de N-nitrosaminas en 
humanos (Hecht y col., 1994).  
En relación a la dieta, en un estudio 
realizado en Suecia con 764 muestras procedentes 
de distintos alimentos (productos cárnicos, pescado, 
bebidas, quesos, cacao, té, café, cereales, etc.), se 
detectó la presencia de N-nitrosaminas en 474 casos 
y se estimó una ingesta diaria por persona de 0,29 
μg de N-nitrosaminas totales (Österdahl, 1988). Los 
compuestos N-nitroso identificados fueron la NDMA, 
la N-nitrosopirrolidina (NPYR), la N-nitrosopiperidina 
(NPIP) y la N-nitrosodibutilamina (NDBA). La 
presencia de la NDMA fue la más generalizada, 
mientras que la NPYR se halló sobre todo en beicon, 
carne, cacao y café. La NPIP y la NDBA se 
detectaron en un número limitado de muestras. 
Spiegelhalder y col. (1980) demostraron que el total 
de NDMA y NPYR ingeridas diariamente por varones 
en Alemania Occidental era de 1,1 μg y de 0,15 μg, 
respectivamente. Alrededor del 64% de la ingesta de 
NDMA era debida al consumo de cerveza. Por el 
contrario, en Japón (Maki y col., 1980) el consumo de 
N-nitrosaminas volátiles por persona era de 1,8 
μg/día, siendo los productos del pescado los que 
mayoritariamente contribuían a esa ingesta, con un 
88%. Por consiguiente, la presencia y concentración 
de las N-nitrosaminas en productos alimenticios 
asiáticos es mayor que en los consumidos por las 
poblaciones occidentales. De esta forma podemos 
afirmar que los hábitos alimentarios de los diferentes 
países condicionan la ingesta media diaria de N-
nitrosaminas, y el grupo mayoritario de alimentos que 
aporta su consumo.  
2.1. Reacción química de nitrosación  
La reacción química de nitrosación o de 
formación de las N-nitrosaminas puede producirse in 
vivo o de forma exógena (Jakszyn y col., 2006 a), en 
aquellos productos que contienen agentes 
nitrosantes. La principal vía de formación de estos 
compuestos es mediante la reacción de aminas 
secundarias y especies nitrosantes, como el ácido 
nitroso (Choi y col., 2007), según la ecuación 
general: 
 
En esta reacción, R1 es un grupo alquilo 
mientras que R puede ser un radical alquilo, arilo, u 
otro grupo funcional cualquiera. Además, las N-
nitrosaminas también pueden formarse a partir de 
aminas primarias, terciarias y de los compuestos de 
amonio cuaternarios (Daiber y col., 2002).  
2.2. Formación in vivo 
La síntesis endógena de N-nitrosaminas se 
produce principalmente en el estómago, ejerciendo 
sus efectos cancerígenos en el epitelio gástrico, o en 
otros órganos diana después de distribuirse a través 
de la circulación sistémica. Estudios realizados por 
Dallinga y col. (1998) han encontrado la NPIP y la 
NDBA  a concentraciones de 0,20 y 0,06 nmol/l, 
respectivamente, en el jugo gástrico de pacientes con 
diferentes dolencias gastrointestinales.  
RR1-NH + N2O3 
RR1N-N=O + HNO2 
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Se han identificado dos mecanismos de 
nitrosación endógena (Figura 2), la primera es una 
nitrosación química que se produce a bajo pH y la 
segunda es una nitrosación microbiológica, 
principalmente a través de bacterias denitrificadoras, 
a partir de productos derivados del óxido nítrico 
(ON•) bajo condiciones en las que el pH es 
demasiado elevado para que se dé la nitrosación 
química (de Kok y van Maanen, 2000). 
El nitrato (NO3-) ingerido es reducido a 
nitritos (NO2-) principalmente por las bacterias orales 
presentes en la saliva (Bahar y col., 2007). Bajo las 
condiciones ácidas del estómago, el nitrito es 
rápidamente protonado a ácido nitroso (HNO2). La 
unión de dos moléculas de ácido nitroso 
desencadena la formación del trióxido de nitrógeno 
(N2O3) (Tarpey y col., 2003), el cual es un agente 
nitrosante que reacciona con las aminas no 
protonadas para formar las N-nitrosaminas (Chung y 
col., 2002). 
La nitrosación endógena puede darse 
también en otras localizaciones del tracto 
gastrointestinal diferentes al estómago (Vermeer y 
col., 1999; Krul y col., 2004; Proulx y col., 2007). Esta 
nitrosación intestinal podría explicar la asociación 
entre el consumo de carnes rojas y el aumento del 
riesgo de padecer cáncer colorrectal (Bingham y col., 
1996). Bajo ciertas condiciones, el grupo hemo 
puede ser nitrosado, y actuar así como agente 
nitrosante (Bonnett y col., 1975). Además, el ON• 
puede también reaccionar directamente con la 
hemoglobina y la mioglobina para producir 
compuestos N-nitroso (Wade y Castro, 1990).  
La tercera y última vía de formación 
endógena de las N-nitrosaminas es mediante la 
activación de macrófagos y otros tipos de células, 
como los hepatocitos, en infecciones o inflamaciones 
crónicas (de Kok y col., 2005). Estas células liberan 
ON•, el cual puede conducir a la nitrosación de las 
aminas (Vermeer y col., 2004).  
2.3. Formación en los alimentos 
La exposición humana a las N-nitrosaminas 
preformadas exógenamente puede tener diversas 
procedencias. Ya hemos indicado que las principales 
fuentes son la dieta, el tabaco, los cosméticos, los 
productos farmacéuticos, los compuestos químicos 
utilizados en la agricultura, o ciertas ocupaciones 
laborales, como el trabajo en la industria del cuero, 
del metal o de la goma (Straif y col., 2000; Filho y 
col., 2003). 
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La formación de las N-nitrosaminas en los 
alimentos puede tener lugar durante su 
almacenamiento y maduración, o en el transcurso de 
algunos procesos clave en su elaboración, como el 
tratamiento térmico (López y col., 2002). Su 
formación se debe a la presencia de los precursores 
en los alimentos (nitratos y nitritos), junto con la 
existencia de unas condiciones idóneas de pH, 
humedad, etc., necesarias para producirse la 
reacción de nitrosación (Gónzalez-Alatorre y col., 
2001). Así, en alimentos conservados por la adición 
de nitratos y nitritos, como los productos cárnicos 
curados (en particular el beicon) y el queso se ha 
observado la formación de N-nitrosaminas, aunque 
los niveles detectados no suelen exceder de 1 μg/kg. 
En el proceso de ahumado de la carne y el pescado, 
los óxidos de nitrógeno presentes en el humo pueden 
actuar como agentes nitrosantes. El uso de gases de 
combustión en la fase de secado de determinados 
productos, como las bebidas alcohólicas, la leche o 
las especias, también contribuyen al aporte de 
agentes nitrosantes (Jakszyn y col., 2006 b; Jurado-
Sánchez y col., 2007). La actividad microbiana de los 
vegetales encurtidos, con capacidad reductora de los 
nitratos a nitritos, supone también un incremento 
potencial de la formación de las N-nitrosaminas (Grill 
y col., 1995). El almacenamiento de los alimentos en 
condiciones de exceso de humedad favorece el 
crecimiento del hongo Fusarium moniliforme que 
produce un aumento de compuestos nitrosantes en el 
alimento contaminado (Voss y col., 2001). 
Finalmente, las N-nitrosaminas se pueden originar a 
través del material de envasado del producto 
(metales y gomas), como consecuencia de la 
interacción de las aminas, empleadas como aditivos 
en estas industrias, y el nitrito presente en el 
producto cárnico (Iavicoli y Carelli, 2006). 
Como previamente hemos mencionado 
(Capítulo I, apartado 2.1), la formación de N-
nitrosaminas es producto de la reacción de los nitritos 
con las aminas. Los agentes nitrosantes, en concreto 
el ON•, formados a partir de las sales nitrificantes 
reaccionan con sustratos nitrosables, constituídos 
esencialmente por aminas presentes en los 
alimentos. Estas aminas pueden ser constituyentes 
del alimento, como ciertos aminoácidos y aminas 
biógenas, mientras que otras derivan de la adición de 
especias, como es el caso de la piperidina (Lijinsky, 
1999) o incluso pueden proceder de los materiales 
empleados para el embalaje de dichos productos 
(Cassens, 1995). En el caso de los productos 
cárnicos curados la reacción tiene lugar entre los 
nitritos, añadidos como conservantes, y los 
compuestos aminados constituyentes del músculo, 
como la creatina, prolina o lisina (Ellis y col., 1998).  
2.4. Exposición humana a la N-
nitrosopiperidina y a la N-nitrosodibutilamina 
La NPIP se forma a partir de las reacciones 
entre los agentes nitrosantes derivados de las sales 
de curado y de los compuestos procedentes de la 
pimienta y el pimentón, como la piperidina y la 
piperina o sus precursores (Nakamura y col., 1981; 
Shenoy y col., 1992). De esta forma, podríamos 
encontrar la NPIP en productos cárnicos crudos 
curados, como chorizos, salchichones, jamones y 
lomos, que incluyen especias en la formulación de 
las mezclas y en los que los tiempos de curación son 
prolongados. Esto favorecería el contacto entre los 
agentes nitrosantes de las sales de curado y los 
precursores presentes en las especias empleadas.  
La presencia de NPIP se ha descrito en 
varios productos cárnicos curados cocinados (Sen y 
col., 1979; Spiegelhalder y col., 1980). Glória y col. 
(1997) estudiaron los niveles de N-nitrosaminas 
existentes tanto en el beicon de cerdo como en los 
productos derivados del beicon sometidos a un 
proceso de fritura, y fabricados y comercializados en 
Estados Unidos. La NPIP fue detectada en el 11% de 
las muestras de beicon de cerdo. Todas estas 
muestras tenían en común el contener pimienta como 
ingrediente. Domanska y Kowalski (2003) describen 
que los niveles de NPIP en productos cárnicos 
constituidos por piezas cárnicas enteras, tipo jamón 
de york, son inferiores a los existentes en productos 
cárnicos donde la matriz cárnica es menos uniforme, 
tipo salchichas. En estos últimos es más fácil la 
difusión de las especias que contienen los 
precursores de esta N-nitrosamina, y por tanto el 
contacto con posibles agentes presentes en la 
misma. Estos autores también atribuyen la formación 
de la NPIP a la utilización de especias. Así, trabajos 
realizados en Canadá con salchichón (Heyns, 1977; 
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Lindner, 1995) han puesto de manifiesto la presencia 
de NPIP (hasta 0,06 ppm). Muy recientemente, 
Yurchenko y Mölder (2007) comprobaron también 
que el contenido de NPIP en productos cárnicos 
especiados a la parrilla (entre 11,34 y 14,60 μg/kg) 
duplicaba al hallado en los correspondientes 
productos cárnicos sin especias (entre 6,53 y 8,38 
μg/kg).  
En cambio, la NDBA se origina en 
productos cárnicos como consecuencia de la 
interacción del nitrito presente en la carne con las 
aminas empleadas como aditivos de la industria de la 
goma (Sen y col., 1987). Dichos aditivos pueden 
nitrosarse para formar la NDBA que posteriormente 
migra, aunque lentamente, al producto. También se 
ha descrito la posibilidad de que dichos aditivos 
migren y reaccionen con los nitritos en el propio 
producto cárnico (Pensabene y col., 1995; Fiddler y 
col., 1998). Así, en productos cárnicos similares 
embalados con otros materiales, como el algodón o 
el plástico, no se detectó esta N-nitrosamina, por lo 
que se dedujo que su presencia se debía a la 
utilización de la goma en los envases (Spiegelhalder 
y Preussman, 1983). 
La primera indicación sobre la presencia de 
N-nitrosaminas en los componentes de la goma 
procede de un estudio realizado por Fajen y col. 
(1979), en el cual se detectaron cantidades traza de 
N-nitrosaminas en el aire de varias industrias de la 
goma. Más tarde, Ireland y col. (1980) y otros autores 
(Spiegelhalder y Preussmann, 1983; Eisenbrand y 
col., 1996) detectaron N-nitrosaminas en los 
componentes de la goma que habitualmente entran 
en contacto con las personas, entre los que pueden 
citarse chupetes infantiles, guantes, preservativos, 
tetinas para biberones, juguetes y globos. La N-
nitrosamina que se encuentra más frecuentemente 
en estos productos es la NDBA  (Spiegelhalder y 
Preussman, 1983). De esta forma, los chupetes y las 
tetinas para biberones que se emplean para el 
cuidado y la alimentación de bebés podrían 
multiplicar la exposición de la población infantil a esta 
N-nitrosamina por 100, con respecto a un individuo 
adulto (Westin, 1990). Además, en un trabajo llevado 
a cabo por Biaudet y col. (1997) se han detectado 
hasta 15.600 ng/g de compuestos nitrosables en 
preservativos, siendo la N-nitrosamina mayoritaria la 
NDBA (entre 7,3 y 31 ng/g), y en menor grado la 
NDMA (entre 3,8 y 4,2 ng/g) y la N-nitrosodietilamina 
(NDEA) (3,4 y 3,7 ng/g). Por tanto, la migración de la 
NDBA procedente de los preservativos a través de 
las secreciones genitales podría ser bastante 
significativa.  
2.5. Límites de N-nitrosopiperidina y N-
nitrosodibutilamina permitidos en los 
alimentos  
Algunos países han establecido ciertos 
límites en relación a los niveles de N-nitrosaminas en 
alimentos y bebidas. En Estados Unidos, la 
Administración de Drogas y Alimentos (ADA) ha 
establecido el límite máximo de 10 μg/kg de NPYR 
para poder introducir productos alimenticios al 
mercado (Glória y col., 1997). Por otra parte, en 
Rusia y Estonia la suma de la NDMA y la NDEA en 
productos cárnicos y en pescado no debe superar el 
nivel máximo establecido de 2,0-4,0 μg/kg (Decisión 
del Gobierno de la República de Estonia, 2000; 
Domanska y Kowalski, 2003). Sin embargo, hasta el 
momento la concentración de las N-nitrosaminas en 
alimentos no ha sido regulada por la legislación de la 
Unión Europea. Únicamente se ha limitado la 
liberación de compuestos nitrosables en tetinas y 
chupetes a 100 ng/g (Biaudet y col., 1997). Por tanto, 
la tendencia actual de la Unión Europea es la de 
rebajar las cantidades de nitratos y nitritos añadidas 
a los productos cárnicos y a otros alimentos, ya que 
de este modo se consiguiría evitar no sólo la 
formación de N-nitrosaminas en los alimentos, sino 
también la formación de las mismas en el interior del 
organismo.  
3.   RELEVANCIA   DE   LA   N-NITROSOPIPERIDINA    
Y DE LA N-NITROSODIBUTILAMINA EN LA 
CARCINOGÉNESIS QUÍMICA: IMPACTO EN LA SALUD 
HUMANA 
Aunque la carcinogenicidad de las N-
nitrosaminas es difícil de evaluar en humanos, son 
muchos los estudios epidemiológicos que relacionan 
la exposición a estos compuestos con la incidencia 
de diferentes tipos de cáncer (Pegg y Shahidi, 2000; 
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Eichholzer y Gutzwiller, 2003). Por tanto, el balance 
resultante del consumo de vegetales, frutas o 
compuestos inhibidores de la nitrosación, y de 
aditivos empleados en la elaboración de productos 
cárnicos curados o de pescado salado puede ser 
determinante en esta asociación (Eichholzer y 
Gutzwiller, 2003). Así, recientemente Liu y col. (2006) 
han observado que el consumo habitual de productos 
cárnicos curados o de pescado acompañado 
ocasionalmente de vegetales está estrechamente 
vinculado con el riesgo de padecer leucemia aguda.  
Las N-nitrosaminas detectadas de forma 
más habitual en los alimentos son las 
dialquilnitrosaminas (NDMA, NDEA y NDBA) y las N-
nitrosaminas de estructura cíclica  (NPYR y NPIP) 
(Rom y Markowitz., 2006). La Agencia Internacional 
para la Investigación del Cáncer (AIIC) ha evaluado 
más de 900 compuestos que suponen un riesgo para 
la salud humana, y ha clasificado a la NPIP y a la 
NDBA como cancerígenos del grupo 2B (posibles 
carcinógenos en humanos). 
Existen diferentes vías por las que las N-
nitrosaminas entran en contacto con el organismo: 
aérea (N-nitrosaminas volátiles), digestiva y cutánea 
(Rigel y col., 2006). La mayoría de las N-nitrosaminas 
se metabolizan eficientemente en el hígado 
(Hodgson y Goldstein, 2001) y aproximadamente el 
60% de las N-dialquilnitrosaminas se degradan a 
CO2 y se exhalan, aunque una pequeña parte se 
excreta por orina y una porción insignificante por 
heces (Fournier y col., 2006). 
La toxicidad sistémica de las N-
nitrosaminas se descubrió de forma casual en los 
seres humanos. Los primeros casos de toxicidad 
aguda y mortalidad por N-nitrosaminas fueron 
descritos en 1937 (Freund, 1937), pero se pasaron 
por alto hasta 1954 cuando Barnes y Magee 
descubrieron la NDMA y estudiaron sus efectos 
cancerígenos en ratas (Barnes y Magee, 1954). La 
intoxicación aguda con la NDMA provoca hepatitis y 
necrosis de las células hepáticas (Fussgaenger y 
Ditschunheit 1980; Herron y Shank, 1980; Durand, 
2002), mientras que la administración crónica 
produce fibrosis hepática, proliferación de los 
conductos biliares e hiperplasia (Cameán y Repetto, 
2007). Sin embargo, los órganos afectados tras la 
exposición a otras N-nitrosaminas no se ciñen 
exclusivamente al hígado. Así, tras el tratamiento de 
ratas con la NPIP se ha observado hiperplasia y 
formación de nódulos tumorales en el esófago, la 
cavidad nasal y la mandíbula inferior (Gray y col., 
1991), mientras que la exposición a la NDBA provoca 
lesiones hiperplásicas, papilomas y carcinomas en el 
urotelio (Ito, 1976; Okajima y col., 1981; Nishikawa y 
col., 2003).  
La actividad tóxica de las N-nitrosaminas 
está estrechamente relacionada con los efectos 
mutagénicos y cancerígenos que inducen (Mataix y 
col., 2005). Así, los procesos patológicos 
desencadenados por su actividad citotóxica, pueden 
considerarse como estadíos previos de procesos 
carcinogénicos (Martínez y col., 2000). Estudios in 
vivo con diferentes N-nitrosaminas revelaron que 
estos compuestos son inhibidores de la actividad 
enzimática mitocondrial (Saavedra y col., 2004), lo 
que conduce a un aumento en la formación de 
compuestos mutagénicos, derivados de las mismas 
(Hernández y Sastre, 1999). Este hecho viene a 
constatar que la actividad citotóxica de las N-
nitrosaminas amplifica su capacidad mutagénica y 
cancerígena (Hakura y col., 2005). Además, existen 
indicios de que algunas N-nitrosaminas inducen 
mutaciones en oncogenes (Li y col., 2007). En 
concreto, se ha observado un posible punto de 
mutación en el oncogén ras por efecto de la actividad 
de compuestos N-nitroso (Liu y col., 2003; Hecht, 
2008). Este tipo de mutación se ha detectado en 
diferentes procesos cancerígenos en la especie 
humana (Mijal y col., 2006). 
La carcinogénesis, entendiendo como tal la 
inducción del cáncer, es un proceso con múltiples 
etapas, en las que se producen alteraciones a nivel 
molecular y celular. Podemos diferenciar tres etapas: 
iniciación, promoción y progresión, aunque están 
estrechamente relacionadas entre sí. La iniciación es 
un proceso rápido e irreversible que involucra una 
serie de acontecimientos intra y extracelulares, como 
la absorción o exposición al carcinógeno, su 
distribución y transporte a los órganos y tejidos 
donde se produce la activación metabólica y la 
detoxificación, y la interacción covalente de las 
especies reactivas con el DNA, produciendo el 
consecuente daño genotóxico. Por el contrario, la 
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promoción se considera un proceso relativamente 
lento y reversible en el que se produce la 
proliferación y la acumulación de las células pre-
neoplásicas. Por último, la progresión implica el 
crecimiento de un tumor con un alto potencial 
invasivo y metastásico. La Figura 3 muestra la 
carcinogénesis inducida por las N-nitrosaminas.  
El efecto cancerígeno desarrollado por las 
N-nitrosaminas se ha analizado en un elevado 
número de especies animales, incluyendo 
mamíferos, aves, peces y anfibios. Las N-
nitrosaminas de estructura cíclica mayoritarias en la 
dieta, como la NPYR y la NPIP, han demostrado ser 
potentes carcinógenos en bioensayos realizados con 
roedores, encontrándose una alta incidencia de 
tumoración utilizando dosis diarias menores de 1 
mg/kg de peso durante una  exposición prolongada 
(Preussmann y col., 1977; Eisenbrand y col., 1980). 
Sin embargo, Takayama y col. (2008) han observado 
que la exposición crónica a la NPIP provoca la 
aparición de tumores malignos en primates pero 
requiere dosis más elevadas, entre 40 mg/kg (vía 
intraperitoneal) y 400 mg/kg (vía oral). Por el 
contrario, Lijinsky y Reuber (1983) estudiaron en 
ratas la carcinogénesis producida por la NDBA, 
concluyendo que es un carcinógeno mucho más débil 
que otros N-nitroso compuestos en esta especie 
animal, ya que el 80% de los animales tratados con 
una dosis elevada [2 mM (0,33 mg/ml)] sobrevivieron 
durante 83 semanas. 
Existe una gran variedad de órganos diana 
de la actividad carcinogénica de las N-nitrosaminas 
(Pelkonen y Raunio, 1997; Ferguson, 2002). Así, los 
efectos carcinogénicos de las N-nitrosaminas han 
sido observados en 29 órganos diana diferentes 
(NIOSH, 1983). Los tumores de hígado, esófago, 
pulmón, mucosa nasal, vejiga urinaria, lengua y 
estómago son inducidos, de forma común, por las N-
nitrosaminas en ratas (Lin y col., 2002; 2003 a). Se 
ha observado que la dosis, la frecuencia y la ruta de 
administración en ciertas especies (por ejemplo en 
ratas) puede cambiar el órgano afectado, incluso la 
célula diana (Lijinsky y Kovatch, 1989). Esto hace 
difícil, si no imposible, predecir basándonos en 
experimentos realizados en ratas o ratones, cual 
sería el órgano diana de una N-nitrosamina particular 
en humanos.  
Las N-nitrosaminas de estructura cíclica 
inducen tumores en un amplio rango de 
localizaciones tisulares (Andersson y col., 2003; 
Wong y col., 2003 a; Kanki y col., 2005). La NPIP 
causa tumores en esófago, y también en cavidad 
nasal, hígado y estómago, mientras que su 
homóloga, la NPYR induce principalmente tumores 
en hígado, pero no en esófago de ratas (Druckrey y 
col., 1967; Lijinsky y Reuber, 1981; Gray y col., 
1991). Wong y col. (2003 a y b) atribuyeron los 
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Figura 3.  Carcinogénesis inducida por las N-nitrosaminas. 
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diferentes efectos carcinogénicos a diferencias en la 
activación metabólica local. Así, los microsomas del 
esófago y de la mucosa nasal de la rata poseen las 
enzimas responsables de la activación metabólica de 
la NPIP pero no las de la NPYR, mientras que los 
microsomas del hígado activan tanto las de la NPIP 
como las de la NPYR.  
En cuanto a la NDBA, es el primer 
carcinógeno de vejiga urinaria identificado en ratas 
(Druckrey y col., 1967), pero también produce 
tumores en pulmón, estómago e hígado (Shibata y 
col., 1990; Hirose y col., 1991). Este compuesto se 
metaboliza en los hepatocitos (Okada y Ishidate, 
1977), y el metabolito resultante se elimina en la 
orina, originando lesiones tumorales en la vejiga 
urinaria (Tsuda y col., 1987). Okajima y col. (1981) 
hallaron cistitis e hiperplasia en estadíos iniciales, 
que progresaron a papilomas y carcinomas de la 
vejiga  urinaria  en  estadíos  finales  en  perros  a  
los que se les administraba la N-butil-N-(4-
hidroxibutil)nitrosamina), metabolito resultante de la 
bioactivación hepática de la NDBA. 
Por lo tanto, la susceptibilidad de un tejido 
al proceso cancerígeno estará asociada a la 
competencia metabólica de dicho tejido para 
convertir estos procarcinógenos en metabolitos 
carcinogénicos y, a la unión de estos metabolitos al 
DNA celular (Ioannides, 1999; Kamataki y col., 2002). 
La Tabla 3 muestra la actividad carcinogénica de la 
NPIP y de la NDBA, así como el alimento implicado. 
4. METABOLISMO DE LA N-NITROSOPIPERIDINA Y 
DE LA N-NITROSODIBUTILAMINA: PAPEL DEL 
CITOCROMO P450 COMO MARCADOR BIOLÓGICO 
Los compuestos químicos que no forman 
parte de la composición habitual del cuerpo humano, 
pero que son capaces de acceder a su interior se 
conocen con el nombre genérico de xenobióticos 
(Top y Springael, 2003). Se trata de compuestos de 
naturaleza química muy variada, algunos de los 
cuales son de origen natural, entre los que destacan 
las micotoxinas o los alcaloides, si bien la inmensa 
mayoría son productos originados por la propia 
actividad humana, como los fármacos, los 
cosméticos, los aditivos alimentarios (nitratos y 
nitritos), los pesticidas, los productos de uso 
doméstico, los derivados de la combustión de 
carburantes, los residuos procedentes de la industria 
química, etc. (Rieger y col., 2002). 
Ante esta situación, los organismos vivos 
han desarrollado sistemas metabólicos específicos 
para acelerar la eliminación de estos compuestos. Se 
trata de una serie de enzimas no integradas en las 
vías del metabolismo energético o intermediario del 
organismo y cuyos sustratos son los xenobióticos. Su 
función es la de convertir los xenobióticos en 
moléculas más polares, más hidrosolubles y, por 
tanto, más fácilmente excretables. Al conjunto de 
reacciones a los que se ven sometidos los 
xenobióticos en el organismo para su neutralización y 









Especies Órgano diana Alimento Concentración (μg/kg) 
Carne curada < 20 
Beicon frito < 9,2 
Rata Hígado, esófago, tracto 
respiratorio y digestivo 
superior, cavidad nasal Salami con pimienta < 30 
Ratón Estómago, hígado, pulmón Pimienta < 300 




Hamster Hígado, tracto respiratorio y 
digestivo superior Vegetales escabechados < 14 
Carne curada (envasada 
en plástico) 
1-5,6 Rata Hígado, vejiga urinaria, 
esófago, faringe 
Pollo ahumado < 5,3 
Pescado seco (Japón) < 3,1 Ratón Estómago, hígado, esófago, 
vejiga urinaria, pulmón   






Cobaya Vejiga urinaria, hígado   
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eliminación se les conoce como reacciones de 
biotransformación o de metabolización de 
xenobióticos (Guengerich, 2001) (Figura 4).  
Tradicionalmente estos procesos se han 
agrupado en dos fases o etapas:  
• Fase I: los xenobióticos son modificados 
mediante reacciones de oxidación, reducción o 
hidrólisis y convertidos en productos más 
hidrosolubles debido a la aparición de nuevos grupos 
funcionales de carácter polar (hidroxilo, amino, 
carboxilo) (Prior y Baker, 2003). El citocromo P450 
(CYP450) es el principal responsable dentro de las 
enzimas de la Fase I del metabolismo oxidativo de 
los xenobióticos. No se trata de un único enzima, 
sino que en realidad es una familia de hemoproteínas 
localizadas en el retículo endoplasmático de 
numerosas especies, desde bacterias a mamíferos, y 
de las que ya se han identificado más de 2000 
isoformas diferentes (Donato, 2006). Algunos 
CYP450s son comunes a varias especies (p.e. el 
CYP 2E1 y el CYP 1A1 están presentes en la 
especie humana, rata, ratón, hamster y otros 
mamíferos) (Anzenbacher y Anzenbacherová, 2001; 
Shimada y Fujii-Kuriyama, 2004) y otros son 
característicos de una especie en particular (p.e. el 
CYP 2A6 es exclusivo de la especie humana) 
(Pelkonen y col., 2000).  
• Fase II: los xenobióticos, o los metabolitos 
generados por las reacciones de la Fase I se 
conjugan con moléculas endógenas de carácter 
polar, tales como el ácido glucurónico, el glutatión 
(GSH), el sulfato o los aminoácidos que son 
rápidamente excretados a través de la orina o la bilis 
(González y Kimura, 2001). En este grupo se 
incluyen las glutatión-S-transferasas (GST), las N-
acetil-transferasas (NAT), las sulfotransferasas 
(SULT), las NAD(P)-quinona oxidoreductasas (NQO) 
y las UDP-glucuronil-transferasas (UDP-GT). Estas 
últimas son las únicas localizadas en el retículo 
endoplasmático, a diferencia del resto de las enzimas 
de la Fase II que se localizan en el citosol (Ritter, 
2000).  
En los humanos, las diferentes isoformas 
enzimáticas de la Fase I y II están ampliamente 
distribuidas por todo el organismo, si bien el hígado 
es el órgano con mayor expresión de estas enzimas 
(Anzenbacher y Anzenbacherová, 2001; McCarver y 
Hines, 2002). Su expresión está regulada por 
factores genéticos (polimorfismos), fisiopatológicos 
(regulación hormonal, enfermedades) o ambientales 
(efectos inductores o inhibidores provocados por 
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factores nutricionales o por la exposición a 
xenobióticos). Por esta causa, sus niveles hepáticos 
varían extraordinariamente entre diferentes 
individuos, lo que justifica las diferencias en la 
respuesta humana a las sustancias tóxicas (Turkey y 
Strassburg, 2000; Koch y col., 2002). 
En algunos casos, la biotransformación 
resulta en la producción de un metabolito que es más 
tóxico que el compuesto original, a este proceso se le 
denomina bioactivación y se produce durante las 
reacciones de la Fase I (Cancino-Badías y col., 2003; 
Brown y col., 2008). La producción de radicales libres 
y otros metabolitos electrofílicos son una fuente de 
daño para la célula, y la detoxificación de estos 
compuestos es por tanto esencial si se quiere 
prevenir la toxicidad. Así, un determinado tejido 
puede ser susceptible a la acción tóxica de un 
compuesto xenobiótico debido a la exposición a 
metabolitos electrofílicos con capacidad para 
reaccionar con el DNA, junto con una pobre 
detoxificación a nivel tisular y una ineficaz reparación 
del daño al DNA (Coles y Ketterer, 1990).  
Este proceso de bioactivación también 
permite la transformación de procarcinógenos en 
carcinógenos (Schwarz y col., 2005). Diversos 
estudios sobre los mecanismos bioquímicos de 
acción de las N-nitrosaminas han llegado a la 
conclusión de que la carcinogenicidad, la 
citotoxicidad y la mutagenicidad producida por estos 
compuestos se debe a su conversión metabólica, a 
través del CYP450, en reactivos fuertemente 
electrofílicos (Godoy y col., 2002). La activación 
metabólica de las N-nitrosaminas se inicia 
principalmente con la hidroxilación del átomo de 
carbono localizado en la posición α del grupo N-
nitroso (Fujita y Kamataki, 2001 a). La Figura 5 
representa la bioactivación de la NPIP, dando lugar a 
la formación de la α-hidroxiNPIP. Esta molécula es 
muy inestable, descomponiéndose rápidamente en 
metabolitos electrofílicos, los cuales presentan una 
gran afinidad para unirse a las bases del DNA 
formando aductos.  
No obstante, en la activación metabólica de 
la NDBA se ha podido observar también la 
hidroxilación del átomo de carbono situado en la 
posición β-, γ- y ω-1 del grupo N-nitroso (Park y 
Archer, 1978; Suzuki y Okada, 1980), aunque la α y 
la ω-1-hidroxilación son las rutas más comúnmente 
implicadas en la bioactivación de esta N-nitrosamina 
(Suzuki y col., 1983) (Figura 6). Otros estudios 
demuestran que no solo el CYP450 participa en la 
activación metabólica de la NDBA. Enzimas del 
citosol, como la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la 
aldehído deshidrogenasa (ALDH), pueden estar 
involucradas en las útimas etapas del metabolismo 
de los derivados ω-hidroxi de la NDBA para producir 
los productos ω-carboxilados (Irving y Daniel, 1987; 
Irving, 1988; Irving y Daniel, 1988). Además, 
Janzowski y col. (1994) demostraron que enzimas 
mitocondriales dependientes del adenosín trifosfato 
(ATP) implicadas en la degradación de ácidos grasos 
       
 
Figura 5. Activación metabólica de la N-nitrosopiperidina 
(NPIP) (Wong y col., 2003 b). 
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pueden también participar en la biotransformación de 
las ω-hidroxinitrosaminas en metabolitos β-oxopropil. 
Estos derivados β-oxopropil son a su vez buenos 
sustratos para las enzimas del CYP450 (Janzowski y 
col., 1994).  
El CYP450 presenta una enorme 
versatilidad funcional que se refleja tanto en la gran 
variedad de procesos que puede catalizar, como en 
el elevado número de sustratos que es capaz de 
metabolizar (Mansuy, 1998; Anzenbacher y 
Anzenbacherová, 2001). Entre los sustratos del 
CYP450 se incluyen tanto moléculas de bajo peso 
molecular como otras mayores, aromáticas o 
lineales, planas o globulares, que contengan o no 
heteroátomos. Esta amplia especificidad de sustrato 
es debida a la existencia de múltiples isoformas de 
este enzima, cada una de las cuales se ha adaptado 
para el metabolismo de grupos de compuestos 
relacionados estructuralmente. Actualmente se cree 
que sólo tres familias de genes P450 (CYP 1, CYP 2 
y CYP 3) de las 27 identificadas, son las 
responsables de la activación metabólica de la 
mayoría de los compuestos xenobióticos (Santiago y 
col., 2002), mientras que el resto de familias incluyen 
isoformas CYP450s que intervienen en la biosíntesis 
y el metabolismo de compuestos endógenos 
(esteroides, ácidos grasos o vitaminas liposolubles).  
En el caso concreto de las N-
nitrosodialquilaminas, fueron Fujita y Kamataki (2001 
a) quienes determinaron el papel de 11 isoformas 
enzimáticas del CYP450 en la activación metabólica 
de estos compuestos. Entre las conclusiones de este 
estudio, cabe destacar que el número de átomos de 
carbono presentes en la cadena unida al grupo N-
nitroso de las N-nitrosaminas es el principal factor 
que determina cual será la isoforma enzimática del 
CYP450 que llevará a cabo la activación metabólica 
de dichos procarcinógenos. 
La familia CYP 1 está formada por tres 
isoformas enzimáticas, el CYP 1A1, el CYP 1A2 y el 
CYP 1B1. De ellas, el CYP 1A1 constituye la mayor 
fracción del CYP450 extrahepático (Meyer y col., 
2002). Las tres isoformas son activas en la 
metabolización de los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (HAPs) a compuestos intermedios que 
pueden unirse al DNA (Shimada y col., 2001; 
Shimada y Fujii-Kuriyama, 2004). Sin embargo, no 
existía información previa sobre el papel del CYP 
1A1 en la activación mutagénica de las N-
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demostraron la participación del CYP 1A1 en la 
activación metabólica de N-
nitrosodialquilnitrosaminas de cadena alquilo larga, 
como la NDBA. 
La familia del CYP 2 es la que contiene un 
mayor número de miembros, los cuales están 
organizados en más de 20 subfamilias (Du y col., 
2004). Dentro de la subfamilia del CYP 2A, la 
isoforma enzimática más interesante es el CYP 2A6. 
Este citocromo se expresa en el hígado, donde 
constituye aproximadamente el 4% del total 
(Pelkonen y col., 2000), aunque también se ha 
detectado en la mucosa nasal. Cataliza 
predominantemente la hidroxilación de la cumarina 
(Kim y col., 2005 a), aunque también es responsable 
de la activación metabólica de un amplio espectro de 
N-nitrosaminas no relacionadas estructuralmente, 
como la NPIP, NPYR, NDMA, NDBA o la 4-(metil-
nitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) (Kushida 
y col., 2000; Kamataki y col., 2002). En la subfamila 
CYP 2E se encuentra una isoforma enzimática con 
un papel importante en el metabolismo del etanol: el 
CYP 2E1 (Monostory y col., 2004). Éste representa 
un 10% del CYP450 total en el tejido hepático (Cozza 
y Amstrong, 2001). Además, el CYP 2E1 es el 
principal citocromo que cataliza el metabolismo de 
las N-nitrosodialquilaminas de cadena alquilo corta, 
como es el caso de la NDMA (Kushida y col., 2000). 
No obstante, también participa, aunque en menor 
grado, en la bioactivación de la NPIP (Kushida y col., 
2000) y de la NDBA (Fujita y Kamataki, 2001 a).  
5. GENOTOXICIDAD DE LA N-NITROSOPIPERIDINA Y 
DE LA N-NITROSODIBUTILAMINA 
La genotoxicidad es la capacidad relativa 
de un agente de ocasionar daño en el material 
genético, originando efectos tóxicos heredables o no, 
dependiendo de si afectan a células germinales o a 
somáticas, respectivamente. Como consecuencia de 
dichos efectos tóxicos aparecen procesos de 
mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis, siendo 
estos en ocasiones de naturaleza irreversible 
(Hofnung y Quillardet, 1986). Sin embargo, el daño 
ocasionado en el DNA por la actividad de las N-
nitrosaminas, se produce sólo en las células 
somáticas (Cameán y Repetto, 2007). Las N-
nitrosaminas necesitan de un proceso de 
bioactivación para generar especies que reaccionen 
con el DNA. Este hecho hace que sean consideradas 
como genotóxicos indirectos (Fujita y Kamataki, 2001 
a). 
Numerosos trabajos han estudiado la 
citotoxicidad de las N-nitrosaminas. Recientemente, 
Murdok y col. (2004), empleando el ensayo del Rojo 
Neutro, evaluaron la citotoxicidad inducida por la 
NPIP en dos líneas celulares pancreáticas, la BRIN 
BD11 y la INS-1 y en sus respectivas líneas 
transfectadas con la isoforma enzimática CYP 2E1, la 
BRIN BD11h2E1 y la INS-1h2E1. Tras la incubación 
con la NPIP a dosis superiores a 2,5 mM observaron 
un pronunciado descenso de la viabilidad en las 
líneas celulares transfectadas. Asímismo, estudios 
preliminares realizados en nuestro laboratorio 
concluyeron que la NPIP y la NDBA a 
concentraciones superiores a 10 y a 6 mM, 
respectivamente, eran citotóxicas en células Vero 
(células de riñón de mono verde africano), utilizando 
el método MTT o bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolio (Zabala 2002, Tesis Doctoral). 
5.1. Daño alquilativo al DNA 
La principal lesión al DNA inducida por las 
N-nitrosaminas es el daño alquilativo (Reh y col., 
2000). Se sospecha que las N-nitrosaminas inducen 
efectos letales en las células e inician el proceso 
carcinogénico como resultado de la transferencia de 
un grupo alquilo (metilo, etilo, propilo o butilo) al DNA 
(Airoldi y col., 1994).  
Por primera vez en 1967, Magee y Barnes 
demostraron que la NDMA inducía un daño 
alquilativo al DNA. Tras la activación metabólica de 
las N-nitrosaminas se generan especies reactivas, 
como son el ión carbonio y el ión diazonio. Estos 
agentes tienen la capacidad de producir alquilaciones 
en diferentes radicales de las bases nitrogenadas del 
DNA (Frei y col., 1999). Las principales posiciones de 
alquilación del DNA son el N-3, -7 y O-6 de la 
guanina, el N-1,-3 y -7 de la adenina, el N-3, O-4 y O-
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2 de la timina y el N-3 y O-2 de la citosina, tal como 
se representa en la Figura 7. 
Desde entonces, la mayoría de las 
investigaciones realizadas se han centrado en el 
estudio de las dialquilnitrosaminas de cadena alquilo 
corta, tales como la NDMA y la NDEA, las cuales 
producen especies reactivas (ión metilo o etil 
carbonio), y la subsiguiente formación de 
metilaciones y etilaciones en el DNA. En cambio, los 
trabajos que estudian las lesiones al DNA inducidas 
por las dialquilnitrosaminas de cadena alquilo larga, 
como la NDBA, son muy escasos. La bioactivación 
de la NDBA conduce a la formación de especies 
reactivas que interaccionan con macromoléculas 
celulares, como el DNA o las proteínas (Shu y 
Hollenberg, 1997; Reh y col., 2000; Kushida y col., 
2000). La principal posición de alquilación en el caso 
de la NDBA es el O6 de la guanina, dando lugar a la 
formación de la O6 butilguanina y la O6-
4hidroxibutilguanina (Airoldi y col., 1994; Palli y col., 
2001).  
Un estudio de carcinogenicidad en ratas 
tratadas con la NDBA mostró que los niveles de O6 
butilguanina y O6-4hidroxibutilguanina hallados en la 
vejiga urinaria eran 10 veces superiores a los 
detectados a nivel hepático (Airoldi y col., 1994). El 
bajo contenido en la O6 butilguanina y la O6-
4hidroxibutilguanina en el hígado podría ser resultado 
de una elevada actividad de la enzima O6 
alquilguanina DNA alquiltransferasa (AT) hepática 
(Gerson y col., 1986). Esto explicaría por qué la 
NDBA en ratas ejerce sus efectos carcinogénicos 
principalmente en la vejiga urinaria (Druckrey y col., 
1967).  
Las O6 alquilguaninas son reparadas en el 
DNA por la AT (Figura 8 A). Las ATs principalmente 
catalizan la transferencia del grupo metilo de la 
posición O6 de la guanina de la doble cadena del 
DNA a un residuo cisteína de su propia secuencia, 
restaurando así la guanina en el DNA (Walter y col., 
2001; Zhou y col., 2001). Esta proteína no es 
específica para grupos metilo (DrablØs y col., 2004), 
ya que las alquiltransferasas aisladas del hígado de 
rata (Pegg y col., 1984), de los tejidos humanos (Hall 
y col., 1985), del hígado de mono (Hall y col., 1985) y 
de Escherichia coli (Sedgwick y Lindhal, 1982; 
Robins y col., 1983) actúan también sobre la O6 













Figura 7. Principales posiciones de alquilación del DNA 
(DrablØs y col., 2004). 
  
 
Figura 8. Mecanismo de reparación de la O6 alquilguanina DNA 
alquiltransferasa (AT) (Gerson, 2004). 
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4hidroxibutilguanina pueden ser también sustratos de 
esta enzima reparadora, aunque el índice de 
eliminación disminuye a medida que aumenta la 
longitud de la cadena alquilo (Morimoto y col., 1985). 
Cuando la enzima reparadora se encuentra 
alterada, lesiones como la O6 butilguanina y la O6-
4hidroxibutilguanina pueden acumularse en el DNA 
(Figura 8 B). La presencia de estas lesiones provoca 
bien la rotura de la cadena de DNA o bien la 
transición del par guanina-citosina a adenina-timina 
[GC:AT] (Baumgart y col., 1993) que produce 
mutaciones en oncogenes y genes supresores de 
tumores (Bignami y col., 2000). La alteración en la 
expresión de estos genes conduce a un desequilibrio 
en el control del crecimiento celular (Steen, 2000; 
O’Brien y Brown, 2006).  
No obstante, aunque se ha demostrado la 
capacidad de alquilación del DNA de la NDBA, Shu y 
Hollenberg (1997) observaron en hepatocitos de rata 
que las especies reactivas derivadas de la NDBA 
alquilaban preferentemente proteínas. Una posible 
explicación para este significativo aumento en la 
alquilación de las proteínas frente a la alquilación al 
DNA podría ser que el grupo alquilo de cadena larga 
(grupos butilo) no puede movilizarse tan rápidamente 
como el grupo alquilo de cadena corta (grupos 
metilo) desde un lugar de activación tan distante, 
como es el retículo endoplasmático (donde está el 
CYP450), hasta el núcleo para interaccionar con el 
DNA. Además, estos grupos butilo son altamente 
reactivos, de tal forma que reaccionan rápidamente 
con las proteínas, ya que están más próximas que el 
DNA. 
De forma similar, las lesiones al DNA 
inducidas in vivo a partir de las N-nitrosaminas de 
estructura cíclica prácticamente no han sido 
estudiadas y se desconoce su naturaleza en la 
actualidad. Lijinsky y col. (1973) no observaron ni 
metilación ni etilación de las guaninas en el DNA de 
los hepatocitos de ratas expuestas a N-nitrosaminas 
de estructura cíclica como la NPIP, la NPYR y la N-
nitrosomorfolina (NMOR), aún cuando algunos de 
estos compuestos son reconocidos carcinógenos 
hepáticos comparables en potencia a la NDMA y la 
NDEA, las cuales dan lugar a alquilaciones que son 
detectadas fácilmente.  
Más tarde, Young-Sciame y col. (1995) 
demostraron que la α-hidroxilación de la NPIP 
generaba diazohidróxidos que reaccionaban con el 
N2 de la guanina. Estas lesiones aunque son 
inestables in vitro, podrían ser más estables in vivo, 
como se ha observado en las lesiones del DNA 
formadas tras el tratamiento con las N-nitrosaminas 
del tabaco, como son la N-nitrosonornicotina (NNN) y 
la NNK (Hecht, 1994). Recientemente, Wang y col. 
(2007) detectaron niveles cuantificables de lesiones 
en el N2 de la guanina en el DNA de los hepatocitos 
de ratas tratadas con la NPYR. Sin embargo, hasta la 
fecha no existen datos disponibles sobre la 
naturaleza de las lesiones en el DNA en animales 
expuestos a la NPIP. Por lo tanto, es muy importante 
obtener más datos a partir de estudios in vivo sobre 
la estabilidad y las propiedades biológicas de estas 
lesiones, aunque podemos prever que causarán 
errores en la codificación del DNA y mutaciones. 
5.2. Daño oxidativo al DNA 
Los seres humanos y la mayoría de los 
organismos eucariotas necesitan oxígeno para 
mantener una producción de energía suficiente para 
sobrevivir, aunque su utilización implica la formación 
de especies reactivas del oxígeno (EROs). En el 
organismo debe existir un equilibrio entre las EROs y 
los sistemas de defensa antioxidante. Cuando dicho 
equilibrio se rompe a favor de las EROs se produce 
el denominado estrés o daño oxidativo (Kohen y 
Nyska, 2002). 
Los radicales libres son especies químicas 
que poseen un electrón desapareado en su última 
capa, lo que les permite reaccionar con un elevado 
número de moléculas de todo tipo, primero 
oxidándolas y después atacando sus estructuras 
(Namiki, 1992; Vicario, 1997; Van Haaften y col., 
2003). Dentro de este concepto genérico, las formas 
parcialmente reducidas del oxígeno se denominan 
EROs, ya que generalmente son más reactivas que 
la molécula de oxígeno en su estado fundamental 
(Chandra y col., 2000). EROs es un término global 
utilizado para referirse tanto a radicales libres 
oxigenados como a otros derivados del oxígeno no 
radicales con capacidad de generar radicales libres. 
Entre las EROs que se producen en las células 
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encontramos el anión superóxido (•O2-) y el radical 
hidroxilo (HO•), y también otras especies no radicales 
[(el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el oxígeno 
molecular “singlete” (1O2)] (Rigas y Sun, 2008). 
Además, existen también especies reactivas del 
nitrógeno (ERNs) (Moncada y Higgs, 1991), como el 
óxido nítrico (ON•) y el peroxinitrito (ONOO•), entre 
otros, los cuales pueden inducir un daño per se o 
combinarse con las EROs para aumentar o atenuar 
el daño oxidativo.  
Las EROs se pueden generar en todo el 
organismo a partir de fuentes endógenas, como son 
los productos de la respiración celular o de la 
respuesta inflamatoria, y también proceder de 
fuentes exógenas como consecuencia del 
metabolismo de los carcinógenos (el benceno, la 
aflatoxina, el benzo(a)pireno [B(a)P], etc.) (Figura 9). 
En el caso concreto de las N-nitrosaminas, el 
metabolismo oxidativo a través del CYP450 genera 
una variedad de especies radicales y no radicales, 
responsables de los efectos tóxicos de estos 
carcinógenos (Mostafa y Sheweita, 1992; 
Zimmerman, 1993). El CYP450 requiere oxígeno 
molecular y NADPH para oxidar el sustrato 
resultando en la formación de H2O2 y de •O2-. Así, un 
aumento en la actividad del CYP450 puede favorecer 
el consumo acelerado del oxígeno y aumentar la 
producción de las EROs.  
Recientes investigaciones han observado 
un aumento en la producción intracelular de las 
EROs en cultivos celulares humanos tras el 
tratamiento con N-nitrosaminas, como la NNK, la 
NDMA y la NMOR (Lin y Hollenberg, 2001; 
Robichová y col., 2004 a; Yeh y col., 2006). Hiramoto 
y col. (2002) han demostrado que se puede producir 
también una degradación no enzimática de las N-
nitrosaminas (la NDMA y la NDEA) inducida por la 
reacción de Fenton, provocando la liberación del 
ON•. Si el ON• reacciona con las EROs puede dar 
lugar a la formación de otras ERNs, como el dióxido 
de nitrógeno (•NO2) y otros óxidos del nitrógeno 
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con el •O2- da lugar a la formación del ONOO•, una 
especie altamente reactiva que causa daño oxidativo 
y nitrativo al DNA (de Rojas-Walker y col., 1995). 
Las EROs atacan todo tipo de moléculas 
biológicas, incluyendo sustratos lipídicos, proteínas y 
RNA aunque el DNA es la principal molécula diana 
de los procesos oxidativos (Cadet y col., 2000; 
Kawanishi y col., 2006). Por lo tanto, las EROs se 
consideran genotóxicas y están implicadas en el 
desarrollo de procesos carcinogénicos y 
enfermedades degenerativas (Evans, 2004; Loft y 
MØller, 2006; Green y col., 2008).  
Una de las lesiones oxidativas más 
comunes, descubierta por Kasai y Nishimura (1984), 
es la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), lesión 
oxidativa de la guanina que se forma a partir de la 
oxidación de la 2’-deoxiguanosina (dG) (Karlsson, 
2006) (Figura 10). Además, su base libre, la 8-
hidroxiguanina (8-OHG), se utiliza como indicador de 
la lesión oxidativa y su determinación en la orina 
puede ser un marcador útil de la lesión del DNA 
(Roth y col., 2004).  
Cabe destacar que el tipo de lesión 
oxidativa generada en el DNA depende de la EROs 
que la produce, así el 1O2 ataca preferentemente a la 
guanina e induce la formación de la 8-OHdG (Epe, 
1991). Esta a su vez puede conducir a una transición 
del par GC-AT, que podría ser la desencadenante del 
proceso cancerígeno (Kamiya y col., 2007). De 
hecho, en tumores humanos se ha comprobado que 
las transiciones del par GC-AT son las mutaciones 
que con mayor frecuencia se producen en el gen 
supresor de tumores p53 (Hollstein y col., 1991; 
Harris y Hollstein, 1993). Por el contrario, el •O2- y el 
H2O2 tienen muy poca reactividad para inducir este 
tipo de modificaciones (Fischer-Nielsen y col., 1994), 
mientras que el HO• genera una gran variedad de 
modificaciones en los cuatro tipos de bases 
nitrogenadas del DNA (Dizdaroglu, 1994).  
A lo largo de la década de los 90, fueron 
muchos los estudios que apuntaban que el tabaco y 
en concreto algunos de sus componentes eran 
capaces de aumentar considerablemente la 
producción mitocondrial de las EROs y del daño 
oxidativo al DNA debido a la producción de la 8-
OHdG en cultivos celulares (Leanderson y Tagesson, 
1990; 1992). En estudios in vivo se detectaron 
también elevados niveles de la 8-OHdG en el DNA 
pulmonar de ratones A/J, ratas F344 y ratones Swiss 
(Chung y Xu, 1992; Xu y col., 1992; Bilodeau y col., 
1995; Sipowicz y col., 1997) tratados con NNK. 
Posteriormente, se confirmó que ciertos antioxidantes 
presentes en el té verde inhiben la tumorogénesis 
pulmonar inducida por la NNK en ratones (Xu y col., 
1992) y en ratas de la variedad F344 (Chung y col., 
1998; Chung, 1999). Este efecto protector podría ser 
debido a la supresión de la formación de la 8-OHdG 
en el DNA pulmonar de los ratones y ratas (Dreosti, 
1996; Chung, 1999). 
Todos estas investigaciones preliminares 
han impulsado el estudio del daño oxidativo al DNA 
inducido por otras N-nitrosaminas presentes en los 
alimentos, como la NDMA. Lin y Hollenberg (2001) 
   
 
Figura 10. Estructura química de la 2´-deoxiguanina (dG), de la 8-hidrodeoxiguanina (8-OHdG) y de la 8-hidroxiguanina (8-OHG). 
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observaron un aumento en los niveles de la 8-OHdG 
en células GM2E1 (las cuales expresan la isoforma 
enzimática CYP 2E1) tratadas con la NDMA. Así, las 
EROs producidas durante la activación metabólica de 
la NDMA podrían contribuir a sus efectos 
genotóxicos.  
La eliminación de estas lesiones oxidativas 
se produce a través de la vía de reparación por 
escisión de bases (REB). Esto implica la ruptura del 
enlace glucosídico de las bases oxidadas por las 
DNA glicosilasas y la subsiguiente eliminación del 
sitio ábasico resultante por las endonucleasas. Varias 
DNA glicosilasas han sido aisladas y caracterizadas 
(Boiteux, 1993; Demple y Harrison, 1994; Wallace, 
1998). Éstas incluyen principalmente la 
formamidopirimidina-DNA glicosilasa (Fpg) y la 8-
oxo-guanina glicosilasa (Ogg1), las cuales reparan 
las bases púricas oxidadas, incluyendo la 8-OHdG 
(Bacsi y col., 2007), mientras que la endonucleasa III 
(Endo III), repara las bases pirimidínicas oxidadas 
(Wang y col., 2002). Jaiswal y col. (2001) observaron 
que el ON•, especie altamente reactiva, es capaz de 
inhibir la actividad de la Fpg y de la Ogg1. 
En el caso de las ERNs, el ONOO• puede 
mediar la formación de la 8-OHdG (Inoue y 
Kawanishi, 1995) y de la 8-nitroguanina, ésta última 
es considerada un marcador del daño nitrativo al 
DNA (Yermilov y col., 1995). Akaike y col. (2003) 
demostraron que la 8-nitroguanina se origina a partir 
de la formación del ON• asociada a la inflamación en 
ratones con neumonía viral. Esta lesión es 
químicamente inestable y puede ser liberada 
espontáneamente resultando en la formación de un 
sitio apurínico (Yermilov y col., 1995) (Figura 11). 
Por lo tanto, la 8-nitroguanina es una potente lesión 
mutagénica del DNA que conduce a la 
carcinogénesis, al igual que la 8-OHdG.  
Por último, estas lesiones oxidativas 
pueden provocar cambios en la conformación del 
DNA que sirve de molde durante el proceso de 
replicación, disminuyendo la precisión de este 
proceso llevado a cabo por las DNA polimerasas 
(Feig y Loeb, 1993; Feig y col., 1994).  
6. MODELOS CELULARES HEPÁTICOS PARA LA 
DETECCIÓN DE COMPUESTOS GENOTÓXICOS 
Los modelos celulares hepáticos de origen 
humano constituyen una herramienta idónea para 
predecir la genotoxicidad de los carcinógenos 
ambientales, especialmente los carcinógenos de la 
dieta (Ehrlich y col., 2002 a y b; Knasmüller y col., 
2004; Majer y col., 2004), así como el efecto 
protector de componentes de las plantas (Kassie y 
Knasmüller, 2000; Kassie y col., 2001; Uhl y col., 
2003 a y b).  
Los hepatocitos primarios de origen 
humano son el modelo más próximo al hígado puesto 
que son capaces de reproducir el perfil metabólico de 
un compuesto de forma muy similar al que se obtiene 
in vivo (Brambilla y Martelli, 1990). Se obtienen 
mediante perfusión de muestras de tejido hepático 
fetal o adulto (biopsias, hepatectomías) (Gómez-
        
 
Figura 11. Formación de un sitio apurínico a partir de la 8-nitroguanina (Kawanishi y col., 2006). 
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Lechón y col., 1997) y permanecen viables por un 
corto período de tiempo. No obstante, su viabilidad 
se prolonga durante varios días o incluso semanas 
cuando se adhieren a un soporte de cultivo adecuado 
y se incuban con un medio enriquecido con los 
factores de crecimiento necesarios para su 
supervivencia (Bayliss y Cross, 2000). Al tratarse de 
células intactas, conservan la integridad de las 
membranas, los sistemas enzimáticos trabajan 
coordinadamente y se mantienen los niveles 
fisiológicos de los cofactores y coenzimas 
(Andersson y col., 2001; Hewitt y col., 2001). A pesar 
de esto, se observa una disminución gradual de los 
niveles y actividad de las enzimas del CYP450 en las 
primeras horas de cultivo, aunque posteriormente se 
estabilizan durante días o semanas (Bayliss y Cross, 
2000; Runge y col., 2000; LeCluyse, 2001). 
Lamentablemente, el uso de los hepatocitos es muy 
limitado ya que no proliferan en cultivo (excepto los 
fetales que tienen capacidad proliferativa), lo que 
lleva a la necesidad constante de disponer de 
preparaciones celulares a partir del hígado fresco. 
Además, el acceso a tejido hepático humano fetal o 
adulto es reducido y está restringido por diversas 
consideraciones éticas o legales.  
Las alternativas a los hepatocitos primarios 
humanos más estudiadas son los hepatocitos 
humanos inmortalizados y las líneas celulares de 
hepatoma humano a partir de tumores primarios del 
parénquima hepático. En ambos casos, el objetivo es 
disponer de células hepáticas humanas funcionales y 
al mismo tiempo con un crecimiento ilimitado. Hasta 
el momento se han conseguido inmortalizar 
hepatocitos fetales y adultos que mantienen muchas 
de las funciones hepáticas (Castell Ripoll, 2006). Sin 
embargo, la expresión de las enzimas del CYP450 
sigue siendo demasiado baja en este tipo de células 
por lo que su utilización en estudios de metabolismo 
o genotoxicidad no está recomendada (Donato y col., 
2003).  
El uso de líneas celulares de hepatoma 
humano como modelo in vitro se sostiene por su 
capacidad de proliferar en cultivo y de expresar las 
enzimas de la Fase I y II. La línea celular HepG2 se 
estableció en 1979, y desde entonces es la más 
frecuentemente utilizada y la mejor caracterizada 
(Doostdar y col., 1988; Fardel y col., 1992; Walle y 
col., 2000). Estas células retienen muchas de las 
características morfológicas de las células del 
parénquima hepático (Knowles y col., 1980) y, 
contienen las enzimas responsables de la activación 
metabólica de los xenóbioticos (Diamond y col., 
1980; Sassa y col., 1987). Sin embargo, recientes 
estudios demuestran (Westerink y col., 2007 a y b; 
Donato y col., 2008) que los niveles de expresión de 
algunas de las enzimas de la Fase I, como los CYP 
1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y el 
3A5 son inferiores a los que presentan los cultivos 
primarios de hepatocitos (Tabla 4). En cambio, los 
niveles de expresión de las enzimas de la Fase II, 
como la SULT, la GST, la NAT, y la epóxido hidrolasa 
(EPHX1) sí se asemejan más a los que muestran los 
hepatocitos, siendo la única excepción, la enzima 
UDP-GT, que prácticamente no se expresa en estas 
células (Sallustio y col., 1997).  
En la última década se ha investigado en 
profundidad la razón por la que se produce la pérdida 
de expresión del CYP450 en los modelos 
hepatocelulares. Este fenómeno parece estar 
asociado a una alteración de la expresión de ciertos 
factores de transcripción hepato-específicos 
implicados en el mantenimiento del fenotipo hepático 
adulto (Rodríguez-Antona, 2002; 2003). Se ha 
observado que los niveles de expresión de algunos 
Tabla 4. Expresión de las distintas isoformas del CYP450 
en hepatocitos primarios y en la línea celular de 
hepatoma humano HepG2 (Donato y col., 2008). 
 





CYP 1A1 100 6,99 a  
CYP 1A2 100 0,03 a 
CYP 2A6 100 0.25 a 
CYP 2B6 100 0,50 a 
CYP 2C9 100 0,01 a 
CYP 2C19 100 0,05 a 
CYP 2D6 100 1,57 a 
 
CYP 2E1 100 0,04 a 





a Los resultados son valores medios expresados como 
porcentaje respecto a los hepatocitos. 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
____________________________________________________________________________________ 
 - 46 -
de esos factores (C/EBP-α, HNF-1, HNF-3 y, HNF-
4α) en las células HepG2 son considerablemente 
inferiores a los valores medidos en los hepatocitos. 
Recientemente, se ha realizado la transfección de 
estos factores de transcripción en las células HepG2 
y la posterior medición de los niveles de expresión de 
los CYP450s humanos más relevantes. Los 
resultados de estos ensayos muestran que el 
incremento de los factores de transcripción en las 
células HepG2 se acompaña de un sucesivo 
aumento en los niveles de expresión de los 
CYP450s. Por tanto, estas investigaciones ofrecen 
una nueva estrategia experimental para generar 
líneas celulares competentes metabólicamente para 
los estudios de genotoxicidad y metabolismo de 
xenóbioticos.  
Otros factores que debemos también 
considerar ya que pueden provocar una menor 
expresión de algunas de las enzimas de la Fase I y II 
son la composición y la preparación del medio del 
cultivo, así como el tiempo de cultivo. Doostdar y col. 
(1988) demostraron que el medio Earle 
proporcionaba un aumento significativo de la 
actividad del CYP 1A y 2B en comparación con el 
medio Dulbecco y Williams E. Más tarde, Feng y col. 
(2002) determinaron que el medio de cultivo 
autoclavado provocaba un marcada disminución de 
la actividad del CYP 1A1 debido a un déficit de 
triptófano producido por las elevadas temperaturas 
que se emplean en el autoclavado. Además, el 
tiempo de cultivo puede influir también en la 
expresión de las enzimas de la Fase I y II, hallándose 
cambios importantes en los diez primeros pases del 
cultivo (Wilkening y Bader, 2003). 
Además, se han analizado ensayos intra e 
interlaboratorios con la línea celular HepG2, 
encontrando una variación de la repetibilidad 
bastante aceptable. Uhl y col. (1999) llevaron a cabo 
tres ensayos Cometa independientes, utilizando las 
células HepG2 para determinar la genotoxicidad del 
B(a)P y de la 2-amino-3-metilimidazo(4,5-f)quinolina 
(IQ), hallando una desviación estándar menor del 
5%. Por otro lado, la reproductibilidad de 
experimentos llevados a cabo en dos laboratorios 
diferentes para determinar el efecto genotóxico de la 
ciclofosfamida, el B(a)P y la 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP), bajo idénticas 
condiciones de cultivo, fue también bastante buena 
con unas variaciones menores del 20%. Todas estas 
observaciones contribuyen a asumir que hoy en día, 
las células HepG2 siguen siendo la mejor 
herramienta in vitro para detectar y predecir las 
propiedades genotóxicas de compuestos 
carcinógenos ambientales y de la dieta, dada su 
simplicidad, disponibilidad y bajo coste, siempre y 
cuando los ensayos se realicen bajo condiciones 
estandarizadas. 
No obstante, no podemos olvidar que el 
desarrollo de técnicas de manipulación genética ha 
permitido obtener células que expresan de forma 
permanente y estable una determinada isoenzima 
CYP450. Para ello, las líneas celulares se transfectan 
mediante vectores adecuados con el DNA 
complementario (cDNA) que codifica la enzima del 
CYP450 de interés (Masimirembwa y col., 1999; 
Yoshitomi y col., 2001). Así, se han construido líneas 
celulares HepG2 transfectadas que poseen las 
enzimas CYP 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C19, 2D6, 
2E1 y 3A4 (Yoshitomi y col., 2001; Feierman y col., 
2003; Kessova y Cederbaum, 2003). Recientemente, 
han aparecido en el mercado reactivos celulares 
(Isocyp-Tox, Advancell) que permiten predecir la 
toxicidad hepática de diversos compuestos de una 
forma sencilla, rápida y eficaz. Estos kits se basan en 
células HepG2 transfectadas que expresan las 
isoformas CYP 1A2, 2A6, 3A4 y 2E1 dispuestas 
mediante un medio semisólido en placas 
microtituladoras de 96 pocillos listas para su 
utilización. Sin embargo, ninguna de estas nuevas 
líneas celulares se han empleado todavía en estudios 
de genotoxicidad. El principal inconveniente del 
empleo de este tipo de células es que puede 
desencadenar la expresión excesiva de una enzima 
en particular, mientras que los niveles del resto de los 
CYP450s no son detectables (Venkatakrishnan y col., 
2000). Puesto que el objetivo final es lograr células 
que reproduzcan con gran aproximación el patrón de 
los CYP450s propios del hígado humano, los 
esfuerzos futuros se encaminan hacia el desarrollo 
de modelos manipulados genéticamente que 
permitan la co-expresión controlada de varias 
isoenzimas. (Scheuenpflug y col., 2005; Goldring y 
col., 2006).  
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Por último, no cabe duda que la 
investigación con células madre constituye 
actualmente uno de los campos más fascinantes de 
la ciencia moderna y puede también ofrecer la 
posibilidad de obtener células de fenotipo hepático. 
Recientemente, Bonora-Centelles y col. (2008) han 
inducido la diferenciación hepatogénica de células 
madre adultas derivadas de tejido adiposo con 
resultados bastante prometedores. La principal 
ventaja del tejido adiposo es la facilidad con la que 
puede aislarse en gran cantidad. Por tanto, esta 
técnica podría constituir otra nueva alternativa al uso 
de hepatocitos primarios.  
7. APOPTOSIS O MUERTE CELULAR PROGRAMADA 
7.1. Antecedentes históricos  
Los estudios sobre la muerte celular 
programada son relativamente recientes, y es a 
mediados del siglo XX cuando se despierta el interés 
por este proceso. Sin embargo, los primeros datos 
que consideran la muerte de las células como un 
proceso fisiológico y crítico, se obtienen a mediados 
del siglo XIX de las investigaciones sobre el 
desarrollo de los organismos. Uno de los trabajos 
pioneros es el realizado por Carl Vogt (1842) 
interesado en la metamorfosis de los anfibios. 
Aunque no utilizó el término de muerte celular, sí 
hace referencia a la “reabsorción”, “destrucción” o 
“desaparición” de células. Posteriormente, en 1951 
Glucksmann estableció que la muerte celular es un 
componente normal del desarrollo animal y en 1965, 
Lockshin y Williams introdujeron el concepto de 
“muerte celular programada” o “suicidio celular”. 
Estos investigadores observaron que durante el 
desarrollo de un organismo la muerte celular se 
produce en lugares y momentos determinados a 
través de una serie de eventos programados.  
El término apoptosis (del griego apo “fuera 
de” o “separación” y ptosis “caída”) se utilizó por 
primera vez en 1972 por los investigadores Kerr, 
Wyllie y Currie para describir una forma de muerte 
celular más prolongada, morfológica y 
bioquímicamente diferente a la necrosis. En este tipo 
de muerte celular se producen una serie de cambios 
secuenciales que no tienen como resultado la 
pérdida de la integridad de la membrana celular y 
además no desencadenan una respuesta 
inflamatoria, tal y como ocurre en la muerte por 
necrosis.  
En 1982 tuvo lugar un descubrimiento que 
abrió las puertas al estudio de las bases moleculares 
y genéticas del proceso de apoptosis. Robert Horvitz 
publicó los estudios genéticos realizados sobre el 
nematodo Caenorhabditis elegans en los que se 
describieron los genes encargados del control y la 
ejecución de la apoptosis en este organismo (Horvitz 
y col., 1982). Gracias a la homología existente entre 
los genes en C. elegans y los organismos superiores 
(Schwartz y Osborne, 1994), los estudios realizados 
en este nematodo han permitido identificar una parte 
importante de la compleja red de mecanismos que 
controlan este proceso. 
7.2. Tipos de muerte celular y métodos de 
determinación 
En las últimas décadas, hemos sido 
testigos de un crecimiento exponencial de los 
trabajos de investigación realizados sobre los 
procesos que rodean a la muerte celular y se ha 
llegado al consenso de englobarlos en dos grandes 
grupos: necrosis y apoptosis. La necrosis (del griego 
nekrós “muerte”) se produce cuando una célula 
presenta un daño severo y pierde la integridad de la 
membrana ocasionando su muerte por lisis. Sin 
embargo, la apoptosis es una muerte fisiológica que 
se produce por la activación de una serie de 
mecanismos que provocan que la célula no pierda la 
integridad de la membrana, y sólo va a presentar 
pérdida de dicha integridad al final del proceso (Evan 
y Littlewood, 1998). Se acompaña de otras 
características morfológicas y bioquímicas típicas 
como la condensación de la cromatina, la 
fragmentación internucleosomal del DNA, la 
activación de las caspasas y el burbujeo de la 
membrana plasmática. Además, la apoptosis es una 
muerte celular genéticamente controlada por lo que 
también ha recibido el nombre de muerte celular 
programada o suicidio celular.  
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El interés creciente por el estudio de este 
proceso no es sólo por su importancia como 
fenómeno biológico, sino por su relación con el 
desarrollo de varias enfermedades. Las 
enfermedades asociadas con alteraciones en el 
proceso de apoptosis pueden dividirse en 
degenerativas y proliferativas, como se muestra en la 
Figura 12. En las primeras se produce un aumento 
de la apoptosis, mientras que en las segundas hay 
una disminución de la misma provocando un 
aumento de la proliferación celular. De esta forma, 
parece evidente que las futuras investigaciones 
médicas vayan encaminadas tanto a documentar 
nuevas asociaciones entre la apoptosis y las 
enfermedades como a desarrollar nuevas terapias 
basadas en la modulación de este tipo de muerte 
celular. 
No obstante, estudios recientes ponen de 
manifiesto que existen procesos difíciles de clasificar 
como apoptosis o como necrosis ya que comparten 
características morfológicas y bioquímicas con 
ambas. En este sentido, la Tabla 5 recoge los tipos 
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Figura 12. Patologías asociadas con alteraciones en el proceso de 
apoptosis. 
Tabla 5. Tipos de muerte celular. 
 
             
 Referencia Tipo de muerte 
  
Bröker, Knyt y Giaccone (2005) 
 






Clasificación según la morfología 
nuclear  
 
Vía dependiente de caspasas: APOPTOSIS 
Vía independiente de caspasas 
    NECROSIS 
    AUTOFAGIA 
    CATÁSTROFE MITÓTICA 
    PARAPTOSIS 
 
     
NECROSIS  
APOPTOSIS  
De tipo NECROSIS 
De tipo APOPTOSIS 
 
  
Degterev y Yuan (2008) 
 
Clasificación en función de la regulación 
del proceso, de las diferencias en la 
inducción de la muerte celular y de las 
moléculas implicadas en su ejecución 
 
 
Muerte celular no programada: NECROSIS 
Muerte celular programada: 
    APOPTOSIS  
    AUTOGAFIA  
    NECROPTOSIS 
     
  
Kroemer y col. (2009) 
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autofagia (“comerse a uno mismo”, del griego auto 
“actuar sobre sí mismo” y fagos “comer”) es un 
proceso donde el citoplasma y las organelas son 
secuestrados en vesículas con la membrana celular 
duplicada, liberando su contenido dentro de los 
lisosomas para su posterior degradación (Levine y 
Klionsky, 2004; Levine y Kroemer, 2008). Por 
ejemplo, en condiciones en las cuales los 
peroxisomas no se necesitan, son degradados a 
través de un tipo específico de autofagia denominado 
pexofagia. La autofagia se considera una forma 
alternativa de muerte celular programada sin 
fragmentación del DNA ni condensación de la 
cromatina, pero acompañada de una masiva 
vacuolización del citosol. A diferencia de la apoptosis, 
es independiente de la activación de las caspasas y 
en su ejecución participan otras proteínas (Yue y col., 
2003). 
En función de los mecanismos implicados, 
se han descrito otros modelos de muerte celular 
programada de los que aún no se conoce demasiado 
(Kroemer y col., 2009). La catástrofe mitótica es 
una muerte celular relacionada con un fallo en la 
mitosis provocada por daños en los puntos de control 
del ciclo celular (checkpoints) que en ocasiones 
puede desembocar también en apoptosis (De Toro, 
2006). En este tipo de muerte, se forman células con 
múltiples micronúcleos y la cromatina no se 
condensa. Actualmente se recomienda para 
denominar la catástrofe mitótica otras expresiones 
como “muerte celular precedida de multinucleación” o 
“muerte celular producida durante la metafase”, 
términos más precisos. En la Figura 13 se muestran 
las características morfológicas de los tipos de 
muerte celular citados. Por otra parte, la paraptosis 
es un tipo de muerte celular programada que se 
caracteriza por una vacuolización del citosol asociada 
a un aumento del volumen mitocondrial y del retículo 
endoplasmático, pero sin otras características 
morfológicas de la apoptosis como la formación de 
los cuerpos apoptóticos (Sperandio y col., 2000). 
Esta muerte celular es independiente de la activación 
de las caspasas y parece estar mediada por la 
proteina quinasa activada por mitógenos (MAPK) 
(Sperandio y col., 2004) y por el receptor del factor 
de crecimiento tipo insulina I (IGF-I) (Sperandio y 
col., 2000). 
Degterev y Yuan (2008), además de la 
apoptosis y la autofagia, consideran la necroptosis 
como otro tipo de muerte celular programada. La 
necroptosis es una muerte celular estimulada por el 
factor de necrosis tumoral α (TNF-α) pero que cursa 
Célula viable
APOPTOSIS
• Mantenimiento estructural 
de la membrana plasmática y 
de las organelas celulares.
• Visible condensación de la 
cromatina y fragmentación 
internucleosomal del DNA. 
• Aparición de burbujeo en la 
membrana plasmática.
NECROSIS
• Pérdida de la integridad de 
la membrana plasmática. 
• Hinchamiento de la célula.
• Lisis de las organelas 
celulares.
AUTOFAGIA
• Vacuolización del citosol
por la presencia de vesículas 
con membrana celular doble 
que secuestran a otras 
organelas para su posterior 
degradación.
• Ausencia de condensación 
de la cromatina. 
CATÁSTROFE 
MITÓTICA
• Se relaciona con un fallo en 
la mitosis. 
• Presencia de micro y 
multinucleación.




Figura 13. Características morfológicas de los tipos de muerte celular más frecuentes (De Bruin y Medema, 2008). 
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con una inhibición previa de las caspasas 
adquiriendo una morfología necrótica.  
Recientemente, el Comité de Nomenclatura 
sobre Muerte Celular (The Nomenclature Committee 
on Cell Death, NCCD) con el fin de utilizar una 
terminología correcta (Kroemer y col., 2009) ha 
establecido los principios que definen los trece tipos 
de muerte celular conocidos hasta el momento, 
considerando las diferentes morfologías y los 
mecanismos que participan en cada una de ellos. 
Además de los tipos de muerte celular ya descritos, 
se incluyen otros que afectan a un linaje celular en 
particular como la cornificación en los queratinocitos 
de la epidermis, la excitotoxicidad exclusiva de las 
células neuronales o la degeneración Walleriana 
que afecta a los axones de las neuronas. La 
piroptosis y la pironecrosis se han observado en 
macrófagos infectados por diferentes 
microorganismos tales como Salmonella typhimurium 
o Shigella flexneri. En la primera, la célula exhibe los 
cambios morfológicos típicos de apoptosis aunque 
también puede presentar características necróticas, 
mientras que en la segunda es una muerte celular de 
tipo necrótica. Además, se pueden diferenciar porque 
la piroptosis (y no la pironecrosis) es dependiente 
únicamente de la activación de la caspasa-1. Otras, 
como la entosis o “canibalismo celular” se describió 
inicialmente en linfoblastos de pacientes con la 
enfermedad de Huntington y se produce cuando una 
célula invade a otras células vivas que se encuentran 
a su alrededor (heterofagia). Cabe destacar que este 
tipo de muerte ocurre en las líneas celulares que son 
deficientes en la caspasa-3, como la línea de cáncer 
de mama MCF-7, por tanto incapaces de morir por 
apoptosis. Por último, se denomina anoikis a la 
 
Tabla 6. Métodos para la detección de los diferentes tipos de muerte celular. 
 Tipo de muerte 




- Microscopía óptica, de fluorescencia y 
electrónica (detección del burbujeo de la 
membrana, condensación de la cromatina y 
formación de cuerpos apoptóticos) 
- Citometría de flujo (ensayo Anexina V, método 
TUNEL1, análisis del ciclo celular, actividad de 
las caspasas) 
- Western Blot (detección de la ruptura de la 
PARP2) 
- Análisis electroforético del DNA (detección de la 
degradación nucleosomal) 
- Ensayo inmunoenzimático o ELISA (detección 





- Microscopía óptica (tinción con Azul de Tripán), 
de fluorescencia (tinción con yoduro de propidio 
[IP]) y electrónica (pérdida de la integridad de la 
membrana). 





- Microscopía óptica y de fluorescencia (exclusión 
de colorantes vitales hasta las etapas finales y 
detección de vacuolas citoplasmáticas) 
- Microscopía electrónica (ausencia de 






- Microscopía óptica y electrónica (presencia de 
múltiples micronúcleos después de la mitosis) 
 
 
1 Método de marcaje de los extremos 3’-OH libres del DNA, utilizando la enzima deoxinucleotidil 
transferasa (TdT) y nucleótidos modificados (TUNEL)  
2 Enzima poli-(ADP-ribosa)-polimerasa  
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muerte celular programada que se produce por la 
pérdida de contacto de la célula con los elementos de 
la matriz extracelular. Esto va a permitir la liberación 
de proteínas proapoptóticas que normalmente se 
encuentran secuestradas en el citoesqueleto.  
En definitiva, la célula dispone de un amplio 
espectro de posibilidades para morir, con un 
complejo escenario de moléculas implicadas en los 
distintos tipos de muerte celular que provocan a su 
vez la aparición de características morfológicas y 
bioquímicas diferentes. Esto permite disponer de 
“marcadores”, entre los que caben destacar los 
cambios en la membrana plasmática, la 
condensación de la cromatina, la fragmentación del 
DNA genómico, la activación de las caspasas o la 
degradación de los sustratos (Huerta y col., 2007). 
En la Tabla 6 se recogen los métodos para la 
detección de los diferentes tipos de muerte celular. 
7.3. Eventos celulares del proceso de 
apoptosis  
Durante el proceso de apoptosis la célula 
sufre una serie de cambios no sólo morfológicos sino 
también bioquímicos que la diferencian de otros tipos 
de muerte celular (Figura 14). En relación a los 
cambios morfológicos, se observa una marcada 
reducción del volumen celular total acompañada de 
pequeñas evaginaciones esféricas a partir de la 
Célula viable































Exposición de la 
fosfatidilserina
B.4.













 - 52 -
membrana plasmática en forma de burbujas 
(blebbing) (A.2.). Sin embargo, el cambio morfológico 
más característico se produce a nivel nuclear, con 
una marcada condensación de la cromatina (A.3.). 
En los estadíos iniciales la cromatina migra hacia la 
membrana nuclear formando parches que se 
transforman posteriormente en esferas. A 
continuación, se observan fragmentos de la 
membrana celular que se rompen formando los 
denominados cuerpos apoptóticos (A.4. y A.5.) 
(Elmore, 2007), constituidos por restos de citoplasma 
rodeados de membrana celular. Finalmente, son 
eliminados al entorno extracelular y fagocitados por 
los macrófagos y las células vecinas para evitar la 
consiguiente respuesta inflamatoria in vivo (Savill y 
Fadok, 2000; Kurosaka y col., 2003).  
Al mismo tiempo, tienen lugar una serie de 
cambios bioquímicos: en primer lugar se produce una 
pérdida del potencial transmembrana de la 
mitocondria (esta alteración precede a los cambios 
en la superficie celular o a la degradación del DNA) 
(B.1.) (Ramírez Chamond y col., 1999). En segundo 
lugar, la activación de las caspasas desencadena 
otros cambios bioquímicos que afectarán a la 
membrana plasmática y al núcleo (B.2.) (Slee y col., 
2001). Así, la simetría de la membrana plasmática se 
pierde, de tal forma que los residuos de 
fosfatidilserina (FS), presentes en la cara interna de 
la membrana plasmática, se exponen al exterior 
(Bratton y col., 1997) (B.3.). Seguidamente, se 
produce la ruptura de las enzimas implicadas en la 
reparación del DNA como la poli-(ADP-ribosa)-
polimerasa (PARP) (Oliver y col., 1998) (B.4.) y 
finalmente, se activan una serie de endonucleasas 
dependientes del Ca2+ y Mg2+ que rompen el DNA en 
fragmentos oligonucleosomales de 180-200 pb (B.5.) 
(Leist y Jaattela, 2001). Esto produce el característico 
patrón de DNA en escalera cuando se analiza en una 
electroforesis y, se utiliza como marcador bioquímico 
de la apoptosis.  
7.4. Las caspasas 
Las caspasas son una familia de cisteín-
proteasas que actúan sobre secuencias específicas 
que contienen residuos de ácido aspártico. Se 
sintetizan en forma de zimógenos (procaspasas) con 
la estructura general (de 32 a 53 kDa) que se 
muestra en la Figura 15, distinguiéndose tres 
dominios: el prodominio amino terminal (de 3 a 24 
kDa), la subunidad grande (de 17 a 21 kDa) y la 
subunidad pequeña (de 10 a 13 kDa). Para ser 
activas las caspasas sufren dos proteólisis sucesivas 
dando lugar a la aparición de un heterotetrámero 
activo formado por el ensamblaje de dos 
subunidades grandes y dos pequeñas, conteniendo 
dos sitios activos de catálisis (Salvesen, 2002). Esta 
forma activa romperá sus sustratos específicos que 
incluyen proteínas citosólicas y nucleares.  
Hasta el momento, en los mamíferos se 
conocen 14 miembros de esta familia de proteínas 
aunque en la especie humana sólo se han descrito 
12. De ellas, únicamente 7 participan en el proceso 
apoptótico, mientras que otras, como la caspasa-1, 
actúan como reguladores de la respuesta 
inflamatoria. Así, se reconocen tres categorías 
funcionales (Doctor y col., 2003): 
• Caspasas iniciadoras: poseen un prodominio 
largo y son activadas en respuesta a señales de 
estrés o daño celular o cuando la célula recibe una 
señal de muerte (caspasas –2, -8, -9 y -10). 
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• Caspasas efectoras o ejecutoras: son 
proteolizadas y activadas por las caspasas 
iniciadoras. Poseen un prodominio corto y son las 
responsables de la proteólisis directa de los sustratos 
que producirán los cambios morfológicos en las 
células. La principal caspasa efectora es la caspasa-
3, aunque también ejercen funciones ejecutoras las 
caspasas-6 y la -7.  
• Caspasas inflamatorias: participan en los 
procesos de activación de las citoquinas (caspasas-
1, -4, -5, -11, -12, -13 y -14). 
Las caspasas, aunque son 
extraordinariamente selectivas como proteasas, 
ejercen su actividad proteolítica sobre un amplio 
número de sustratos. La proteólisis de muchos de 
estos sustratos es la responsable de las numerosas 
características morfológicas y bioquímicas del 
proceso de apoptosis. A su vez, las caspasas 
inactivas pueden ser sustrato de las activas, 
desencadenándose una cascada de manera que 
unas caspasas activan a otras siguiendo un orden 
jerárquico (Salvesen y Dixit, 1997).  
El primer sustrato descrito de las caspasas 
fue la PARP (Oliver y col., 1998), utilizada como 
marcador de apoptosis en muchos tipos de líneas 
celulares (Helleday y col., 2005). En las células 
viables, la PARP se une al DNA dañado, dando lugar 
a la formación de polímeros de ADP-ribosa que se 
unirán tanto a proteínas implicadas en la replicación y 
transcripción del DNA como a la propia PARP. Esto 
provoca el bloqueo de la replicación y transcripción 
del material genético dañado y a su vez permite la 
unión de las enzimas de reparación (Chatterjee y col. 
1999; Oei y col., 2005). En las fases finales del 
proceso apoptótico, la caspasa-3 proteoliza la PARP 
(116 kDa) generando un fragmento de 85 kDa, que 
contiene el dominio catalítico (C-terminal) y un 
fragmento de 24 kDa, que contiene el dominio de 
unión al DNA (N-terminal) (Oliver y col., 1998). El 
resultado final de esta ruptura es impedir la 
reparación del DNA dañado y por tanto, que la célula 
entre en apoptosis. Otros sustratos reconocidos de 
las caspasas se muestran en la Tabla 7. 
7.5. Vías de la muerte celular por apoptosis 
Existen dos vías de activación de las 
caspasas (Figura 16) y por tanto de la apoptosis: 1) 
la vía de los receptores de la muerte celular o 
extrínseca en la que participan los miembros de la 
familia de receptores del factor de necrosis tumoral 
(TNFR) localizados en la superficie celular, y 2) la vía 
mitocondrial o intrínseca que está controlada por 
los miembros de la familia de proteínas Bcl-2.  
7.5.1. Vía de los receptores de la muerte 
celular o vía extrínseca  
La vía extrínseca tiene su origen en la 
membrana celular e implica la participación de los 
receptores de la muerte celular. Estos receptores 
pertenecen a la familia TNFR, y los ligandos y 
receptores correspondientes más conocidos son Fas-
L/Fas-R, TNF-α/TNF-R1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y 
Apo2L/DR5 (Peter y Krammer, 1998; Suliman y col., 
2001; Rubio-Moscardo y col., 2005).  
La secuencia de eventos que se producen 
en la vía extrínseca ha sido muy bien caracterizada 
para los modelos Fas-L/Fas-R y TNF-α/TNF-R1. En 
el caso del receptor Fas, la unión del ligando Fas 
provoca la homotrimerización del receptor y la unión 
de la proteína adaptadora que interactúa con los 
Tabla 7. Sustratos de las caspasas (Jordán, 2003). 
 
 Sustratos de las caspasas 
Proteínas del 
citoesqueleto  
actina, fodrina, proteína Tau y catenina 
Enzimas encargadas de degradar  
el DNA celular  
ADNasa 
Factores de transcripción  
retinoblastoma, HDM2 
Proteínas reguladoras  
proteína quinasa C, fosfatasas 2A,  
cinasas de adhesión local 
Miembros de la familia de proteínas Bcl-2  
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dominios de muerte de Fas y de TNFR1 (FADD). 
FADD contiene dos dominios importantes, que son el 
dominio de muerte (DD), con el cual interacciona 
Fas, y el dominio efector de muerte (DED) que es el 
encargado de transmitir la señal apoptótica a los 
efectores, es decir a las caspasas, por ejemplo a la 
caspasa-8. El complejo formado por el DD, FADD y 
la caspasa-8 recibe el nombre de complejo de 
señalización e inductor de muerte celular (DISC) 
(Siegmund y col., 2001). La activación de la caspasa-
8 dará lugar, a su vez, a la activación de la cascada 
de caspasas hasta las caspasas efectoras -3 y -7 
(Yuan, 1997).  
Debido a los efectos letales provocados por 
las caspasas, no es de extrañar que su actividad esté 
sometida a un estricto control ejercido a distintos 
niveles. Así, pueden estar reguladas transcripcional y 
post-transduccionalmente (Earnshaw y col., 1999), 
ser degradadas en el proteosoma (Huang y col., 
2000) o bloqueadas por la familia de proteínas 
inhibidoras de la apoptosis (IAPs) y la proteína 
inhibidora de la caspasa-8 (FLIP). 
La familia de proteínas denominada IAPs 
son inhibidores directos tanto de las caspasas 
efectoras como de las iniciadoras (Deveraux y Reed, 
1999) impidiendo que las células mueran por 
apoptosis. Sin embargo, la FLIP inhibe 
exclusivamente la activación de las caspasas-8 y -10 
(Bertin y col., 1997; Hu y col., 1997; Irmler y col., 
1997; Thome y col., 1997). Esta proteína contiene el 
DED con el que se une  a la FADD, produciendo la 
inhibición de la activación de la caspasa-8 y por tanto 
de la vía extrínseca de la apoptosis (Krueger y col., 
2001).  
7.5.2. Vía mitocondrial o vía intrínseca  
Numerosas moléculas señalizadoras de la 
apoptosis, así como estímulos patológicos convergen 
en la mitocondria induciendo la apertura de un poro 
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pérdida del potencial de membrana ya que a través 
de esta membrana se produce el equilibrio iónico y, 
ii) al hinchamiento de la matriz mitocondrial debido a 
la entrada de agua provocando la permeabilización 
de la membrana mitocondrial externa. Esto permite la 
liberación de factores apoptogénicos, tales como el 
citocromo c, el activador secundario mitocondrial de 
caspasas/proteína de unión a IAPs con bajo punto 
isoeléctrico (Smac/Diablo) y una serin proteasa 
conocida como Omi/HtrA2, desde el espacio 
intermembrana mitocondrial al citosol (Du y col., 
2000; van Loo y col., 2002; Saelens y col., 2004; 
Garrido y col., 2006). 
El citocromo c, una vez liberado de la 
mitocondria, activa a las caspasas, pero esta 
activación es muy compleja, ya que depende de la 
unión del citocromo c con el factor activador de 
apoptosis-1 (Apaf-1), la procaspasa-9 y el 
desoxiadenosin trifosfato (dATP), formando un 
complejo conocido como apoptosoma (Chinnaiyan, 
1999; Hill y col., 2004). Esta unión provoca la 
activación de la caspasa-9, tras un cambio 
conformacional, que convierte al apoptosoma en una 
forma capaz de activar en ese momento a la 
caspasa-3 y a la caspasa-7 (Jiang y Wang, 2004). 
En la etapa final de la apoptosis se liberan 
de la mitocondria al citosol un segundo grupo de 
proteínas proapoptóticas, tales como el factor 
inductor de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G. El 
AIF es una flavoproteína que al liberarse de la 
mitocondria se traslada al núcleo donde provoca la 
condensación y ruptura del DNA en fragmentos de 
alto peso molecular (50 kDa) (Joza y col., 2001). Esta 
forma temprana de condensación nuclear se conoce 
como “etapa I” de condensación (Susin y col., 2000). 
Además, también posee efectos a nivel de la 
membrana celular desencadenando la exposición de 
la FS hacia el exterior (Susin y col., 2000). Por último, 
la liberación de la endonucleasa G al citosol provoca, 
tras su migración al núcleo, la fragmentación del DNA 
junto con las exonucleasas y la DNAsa I, 
produciendo la condensación de la cromatina que se 
conoce como “Etapa II” de condensación (Susin y 
col., 2000) y el patrón de escalera típico de apoptosis 
(Li y col., 2001).  
La ejecución de la vía intrínseca o 
mitocondrial está regulada por la familia de proteínas 
Bcl-2 que controlan la liberación del citocromo c 
desde la mitocondria al citoplasma. Esta familia de 
proteínas incluye tanto miembros inductores como 
inhibidores de la apoptosis (Antonsson, 2001). Todos 
ellos se caracterizan por poseer dominios homólogos 
a la proteína Bcl-2 (nombre del primer miembro 
descubierto, de linfoma de células B) conocidos 
como dominios BH (Bcl-2 homólogos), los cuales se 
enumeran como BH1, BH2, BH3 y BH4. La Figura 17 
muestra los miembros de la familia de proteínas Bcl-2 
que a su vez se divide en tres subfamilias: una 
denominada subfamilia Bcl-2 que incluye a los 
miembros Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1 y Bcl-b, 
todos con los cuatro dominios BH y con función 
antiapoptótica, y dos subfamilias de miembros 
proapoptóticos: la subfamilia Bax que incluye a Bax, 
Bak y Bok con tres dominios BH y la subfamilia BH3 
que incluye a Bik, Hrk, Bim, Bad, Bid, PUMA, NOXA 
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La relación de los niveles de expresión 
entre proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas 
determina si la célula morirá o no por apoptosis tras 
recibir un estímulo apoptótico (Cory y Adams, 2002). 
Cuando Bcl-2 está en exceso, las células están 
protegidas de la muerte celular, sin embargo cuando 
Bax es mayoritario la célula muere por apoptosis 
(Figura 18). Se ha propuesto que la liberación de las 
proteínas propapoptóticas de la familia Bcl-2 
permitiría la formación de un poro PT constituido por 
subunidades de la proteína Bax en la membrana 
mitocondrial con la consecuente liberación del 
citocromo c. 
7.5.3. Conexión entre las vías extrínseca e 
intrínseca 
La conexión de las vías extrínseca e 
intrínseca del proceso apoptótico también está 
regulada por proteínas de la familia Bcl-2, tales como 
Bid (Li y col., 1998; Esposti, 2002) (Figura 19). La 
activación de los receptores de la muerte celular 
induce la activación de la caspasa-8, que entre otros 
efectos, proteoliza Bid (tBid). tBid provoca un cambio 
en la conformación de Bax y la unión de varias 
subunidades de Bax permite la formación de un poro 
PT en la mitocondria. Esto desencadena la salida del 
citocromo c mitocondrial hacia el citosol, activándose 
así la vía intrínseca (Igney y Krammer, 2002).  
                          
 


















Figura 18. Regulación de la apoptosis por las 
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7.6. Apoptosis y daño al DNA  
El proceso de apoptosis se puede iniciar 
también como consecuencia de un daño severo en el 
DNA. La activación del gen p53, llamado “guardián 
del genoma” detiene el ciclo celular en la fase G1, 
posibilitando la reparación del material genético en 
aquellas células que presentan un daño débil en el 
DNA, antes de la siguiente replicación (Figura 20). 
Sin embargo, cuando la célula presenta un daño tan 
severo en el DNA que no puede ser reparado, el gen 
p53 induce la muerte celular por apoptosis 
(Somasundaran y El-Deiry, 2000). Por tanto, parece 
evidente que cualquier mutación que afecte al gen 
p53 puede promover el desarrollo tumoral al permitir 
la proliferación de células con una elevada tasa de 
mutaciones.  
Desde hace tiempo se conoce que los 
agentes alquilantes (como las N-nitrosaminas) 
pueden generar daños en diferentes estructuras 
celulares, entre ellas el DNA, dando lugar a las 
señales que inician el proceso apoptótico (Kaina y 
col., 1997; Tominaga y col., 1997; Meikrantz y col., 
1998). La metilación en la posición O6 de la guanina 
da lugar a una lesión importante, la O6 metilguanina, 
que puede provocar la muerte celular por apoptosis 
tal y como se muestra en la Figura 21. La O6 
metilguanina es reparada por la enzima O6 
metilguanina DNA metiltransferasa (MGMT) que 
transfiere el grupo metilo de la posición O6 de la 
guanina a un residuo de cisteína de la propia enzima, 
Daño al DNA
P53
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Figura 21. Lesiones en el DNA y vías apoptóticas inducidas 
por los agentes alquilantes (Kaina y col., 2007). 
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restaurando así la guanina en el DNA. Diversos 
estudios desarrollados en líneas celulares isogénicas 
que expresan la MGMT (MGMT+) o no (MGMT-) 
muestran que la frecuencia de apoptosis hallada tras 
el tratamiento con agentes alquilantes es mayor en 
las células que no la expresan (MGMT-) (Kaina y col., 
1997; Tominaga y col., 1997; Meikrantz y col., 1998). 
La O6 metilguanina (Figura 21), sin 
embargo no dirige la apoptosis directamente, 
requiere para ello de un mecanismo de reparación de 
errores en el apareamiento de las bases del DNA 
(MMR) (Hickman y Samson, 1999; Pepponi y col., 
2003). El mecanismo MMR detecta errores de la 
cadena sintetizada de novo, comprueba si la 
complementariedad de las bases es correcta, y si 
detecta alguna alteración, bloquea la replicación en el 
siguiente ciclo celular, conduciendo a la rotura de la 
doble cadena del DNA (Ochs y Kaina, 2000). En 
resumen, podemos concluir que en ausencia de la 
MGMT (MGMT-), las lesiones O6 metilguanina 
persistirían y la presencia del mecanismo MMR 
permitiría el procesamiento de la señal apoptótica.  
Además, se ha comprobado que la vía 
apoptótica activada en las células tras la formación 
de la O6 metilguanina dependerá del estatus celular 
del gen p53 (Figura 21). Así, las células mutadas 
para el gen p53 muestran una disminución en los 
niveles proteicos de Bcl-2 (antiapoptótico) con la 
consiguiente liberación del citocromo c, Apaf-1 y 
dATP de la mitocondria al citosol, y por tanto la 
activación de la vía mitocondrial o intrínseca (Ochs y 
Kaina, 2000). Sin embargo, en las líneas celulares 
humanas que expresan el gen p53 salvaje se activa 
la vía extrínseca a través de un aumento en la 
expresión de los receptores de la muerte celular 
(Fas-R) (Dunkern y col., 2003; Roos y col., 2004). 
Por tanto, una misma lesión del DNA, en concreto la 
O6 metilguanina, es capaz de inducir apoptosis tanto 
por la vía mitocondrial como por la vía de los 
receptores de la muerte celular, dependiendo del 
estatus del gen p53.  
Aparte del daño alquilativo, las EROs 
pueden también dañar el DNA dando lugar a lesiones 
oxidativas como la 8-OHdG, una de las más 
frecuentemente detectadas. Los estudios realizados 
hasta el momento demuestran que las células con 
una acumulación elevada de 8-OHdG presentan una 
menor capacidad proliferativa (Haracska y col., 2000; 
Le Page y col., 2000). Esto podría ser resultado de 
un bloqueo del ciclo celular o de la inducción de la 
apoptosis, como mecanismo de protección para 
evitar la proliferación de células que presentan su 
material genético dañado. Hyun y col. (2003) han 
dado un paso más determinando qué tipo de muerte 
celular induce la 8-OHdG en la línea de leucemia 
KG1. La liberación del citocromo c desde la 
mitocondria al citosol, y la disminución de los niveles 
de la proteína Bcl-2 demuestran que la muerte celular 
es de tipo apoptótica, mediada por la vía mitocondrial 
o intrínseca. Sin embargo, no parece estar asociada 
a la vía extrínseca ya que no se modifica la expresión 
de Fas-L/Fas-R. Todos estos hallazgos prueban que 
la 8-OHdG aparte de su acción mutagénica puede 
conducir a la célula a una muerte celular por 
apoptosis. 
7.7. Apoptosis y EROs 
Numerosas publicaciones científicas 
apoyan la participación del estrés oxidativo en la 
apoptosis a través del aumento de la producción 
intracelular de las EROs (Martindale y Holbrook, 
2002; Ibuki y Goto, 2004). Esta hipótesis se 
fundamenta en el aumento significativo de la 
apoptosis en cultivos celulares expuestos a 
sustancias oxidantes, como el H2O2, en bajas 
concentraciones (Hampton y col., 1998; Martindale y 
Holbrook, 2002). En este sentido, se ha observado 
también la capacidad de ciertos antioxidantes 
celulares, como la catalasa y la N-acetilcisteína 
(NAC), para bloquear la apoptosis inducida por 
diferentes agentes (Buttke y Sandstrom, 1994; 
Kannan y Jain, 2000). Asímismo, en muchos 
modelos celulares de apoptosis se han observado 
modificaciones en el equilibrio oxidoreductor 
intracelular previamente a la activación de las 
caspasas (Susin y col., 1998; Morel y Barouki, 1999). 
Carmody y Cotter (2001) sostienen que las EROs 
pueden actuar en el proceso apoptótico como 
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moléculas señalizadoras durante las fases de inicio y 
ejecución.  
Así, se ha descrito que tanto la vía 
extrínseca como la intrínseca pueden estar mediadas 
por la producción de EROs (Figura 22). En la 
primera, las EROs actúan como estímulos 
apoptogénicos que activan a los receptores de la 
muerte celular, como el Fas-R (Gómez-Quiroz y col., 
2008). Y en la segunda vía donde está implicada la 
mitocondria, las EROs inducen la apertura del poro 
PT y el colapso del potencial de la membrana 
mitocondrial interna. Todas las proteínas disueltas en 
el espacio intermembrana escapan de la mitocondria 
al citosol y entre ellas se encuentran el AIF (Susin y 
col., 1996), el citocromo c (Liu y col., 1996), el Apaf-
1, la procaspasa-9 y otras procaspasas (Samali y 
col., 1999; Susin y col., 1999), desencadenando la 
sucesión de eventos apoptóticos que han sido 
descritos anteriormente (Capítulo I, apartado 7.5.2).  
Sin embargo, otras teorías muestran un 
enfoque distinto al mencionado anteriormente. En 
ellas se indica que la apoptosis mediada por las 
EROs podría ser el resultado, y no el origen, de la 
activación de la vía extrínseca o de los receptores de 
la muerte celular (Higuchi y col., 1998). Cuando el 
ligando Fas se une a su receptor correspondiente 
(Fas-R) puede generarse una señal que resulta en 
una fuerte inhibición de la cadena respiratoria por un 
mecanismo aún desconocido. Como consecuencia, 
aumenta la producción mitocondrial de las EROs, y la 
apertura del poro PT. 
Por último, las EROs pueden estimular la 
transcripción y expresión del gen p53 (Uberti y col., 
1999), pero a su vez una expresión exagerada de 
este gen puede conducir a una sobreproducción 
intracelular de las EROs desencadenando el proceso 
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7.8. Efecto de los componentes de la dieta en 
la apoptosis celular  
En las últimas décadas, son muchos los 
estudios científicos que relacionan la alimentación 
con la aparición de enfermedades tales como los 
trastornos cardiovasculares o el cáncer (Agarwal y 
col., 2006; Knoops y col., 2006). Estos estudios 
evidencian que una dieta variada y equilibrada como 
la Mediterránea junto con unos hábitos de vida 
saludables reduce el riesgo de padecer este tipo de 
enfermedades.  
El cáncer es una enfermedad que se 
desencadena por un crecimiento celular 
descontrolado que lleva a la formación de un “tumor”. 
Esto se produce porque las células cancerígenas 
sufren mutaciones en los genes reguladores del ciclo 
celular (p53) (Rocken y Carl-McGrath, 2001) o en los 
genes involucrados en la apoptosis (Bcl-2, Fas) 
(Muntané y col., 2007). De esta forma, las células 
adquieren una progresiva resistencia a la inducción 
de apoptosis, y esto les permite sobrevivir sin 
factores de crecimiento, en condiciones de hipoxia u 
otros tipos de estrés celular que aparecen durante el 
desarrollo tumoral. 
Actualmente, muchos estudios demuestran 
que ciertos componentes de la dieta pueden tener 
una importante actividad anticarcinogénica puesto 
que son capaces de inducir apoptosis tanto en las 
células pre-cancerosas (eliminándolas y deteniendo 
el inicio de la neoplasia) como en las transformadas 
(afectando el desarrollo tumoral) (Watson y col., 
2000; Evan y Vousden, 2001; Yen y col., 2002). La 
primera evidencia de la relación entre los 
componentes de la dieta y la apoptosis surgió a partir 
de los estudios con el galato de epigalocatequina 
(EGCG), constituyente mayoritario del té verde, que 
provoca la inducción de apoptosis y la parada del 
ciclo celular en diferentes tipos de células tumorales 
sin afectar a las células normales (Ahmad y col., 
1997; Khan y col., 2008). 
Posteriormente, se ha puesto de manifiesto 
que otros componentes de los alimentos pueden 
inducir también apoptosis en las células tumorales, 
entre ellos se encuentran la mayoría de los 
flavonoides, los fenoles ácidos, los alcaloides, los 
carotenoides, los OSCs, los ITCs, los indoles y las 
vitaminas. En la actualidad, la inducción selectiva de 
la apoptosis en células tumorales es una de las 
estrategias más prometedoras en la lucha contra el 
cáncer (Sun y col., 2004). Como ya hemos descrito 
anteriormente, el proceso apoptótico se produce a 
través de dos vías intracelulares (Capítulo I, 
apartado 7.5) en las que intervienen multitud de 
moléculas. La Figura 23 muestra los mecanismos de 
inducción de apoptosis por los componentes de la 
dieta. Así, el aumento de la expresión celular del 
receptor y ligando Fas, la reducción de los niveles de 
la proteína FLIP, la activación de las caspasas, el 
incremento de los niveles intracelulares de la 
proteína Bax, la disminución de los niveles de la 
proteína Bcl-2, la liberación del citocromo c 
mitocondrial al citosol o el aumento de la expresión 
del gen p53, son algunos de los mecanismos más 
conocidos. Sin embargo, hasta el momento, sólo 
algunos componentes de la dieta como la vitamina C, 
el α-tocoferol y la NAC poseen un efecto anti-
apoptótico. Estos tres agentes son reconocidas 
sustancias antioxidantes que podrían inhibir el 
proceso apoptótico sin interferir directamente con las 
vías intracelulares que regulan la apoptosis.  
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Asimismo, la dieta puede constituir una 
fuente exógena de compuestos carcinogénicos para 
la especie humana. En los últimos años ha 
aumentado el número de estudios científicos in vitro 
que demuestran el efecto pro-apoptótico de 
reconocidos carcinógenos de la dieta (Achanzar y 
col., 2000; Hashimoto y col., 2004; Holme y col., 
2007). Estos nuevos hallazgos parecen contradecir el 
pensamiento simple de que el desarrollo tumoral 
debe acompañarse siempre de una menor apoptosis. 
Por tanto, parece que el papel de la apoptosis en la 
carcinogénesis no está aún perfectamente claro. 
Recientes investigaciones apoyan que la apoptosis 
inducida por los compuestos carcinogénicos permite 
la eliminación de aquellas células que tienen 
seriamente dañado su DNA (Croker y Hart, 2003), y a 
su vez promueve la supervivencia y proliferación de 
las células de alrededor con un daño menor (Figura 
24). Esto dará lugar a la selección de células 
preneoplásicas con una elevada tasa de mutaciones 
genéticas que serán claves en las fases de 








Figura 24. Papel de la apoptosis inducida por los 
compuestos carcinogénicos de la dieta en el 
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8. ESTRATEGIAS EN LA QUIMIOPREVENCIÓN DEL 
CÁNCER 
En las tres últimas décadas se han 
intentado desarrollar tratamientos eficaces frente al 
cáncer, y así reducir su tasa de mortalidad. Sin 
embargo, estudios estadísticos recientes han 
observado que la incidencia y la tasa de mortalidad 
por cáncer no han disminuido (Sporn, 1976; Editorial, 
2001; Howe y col., 2001).  
Actualmente existen dos estrategias para la 
prevención del cáncer. La primera es adoptar un 
estilo de vida saludable, evitando el consumo de 
tabaco, incorporando frutas y vegetales en la dieta, 
disminuyendo el contenido de grasas saturadas, de 
azúcares y de almidones, aumentando el ejercicio 
físico y previniendo infecciones y desórdenes 
inflamatorios. La segunda estrategia es la 
quimioprevención.  
La quimioprevención del cáncer, definida 
por primera vez por Sporn en 1976, es una disciplina 
emergente y en expansión que emplea compuestos 
químicos naturales, sintéticos o biológicos para 
revertir, suprimir o prevenir la carcinogénesis. Estos 
compuestos se denominan quimiopreventivos, y 
muchos de ellos están de forma natural en la dieta. 
Uno de los grupos de quimiopreventivos más 
importantes es el de los fitoquímicos. Estos 
compuestos se definen como bioactivos no nutrientes 
presentes en las plantas, y por lo tanto en muchas 
frutas, vegetales y cereales, que poseen 
considerables propiedades anticarcinogénicas y 
antimutagénicas (Liu, 2004). Hasta la actualidad, se 
han identificado más de 5.000 fitoquímicos y se 
estima que podría haber hasta 100 fitoquímicos 
diferentes en una sola ración de vegetales. 
En 1982 la Academia Nacional de las 
Ciencias de Estados Unidos incluyó unas 
recomendaciones en su informe sobre dieta y cáncer, 
haciendo hincapié en la importancia del consumo de 
frutas cítricas, frutas ricas en carotenos y de 
vegetales de la familia de las Crucíferas, para reducir 
el riesgo de padecer cáncer (National Research 
Council, 1982). A finales de 1991 en uno de estos 
informes sobre dieta y salud, se recomendaba el 
consumo de cinco o más piezas de frutas y vegetales 
al día para reducir el riesgo de cáncer y de otras 
enfermedades crónicas. Esta fue la primera campaña 
para promocionar el consumo de frutas y vegetales 
entre la población estadounidense y recibió el 
nombre de “Five-a-Day for a better health”. Más 
recientemente, en el año 2002, el Instituto Nacional 
del Cáncer (National Cancer Institute, NCI) lanzó una 
campaña llamada “Savor the Spectrum” que 
impulsaba a todos los americanos a comer 
diariamente entre 5 y 9 piezas de frutas y vegetales 
de una amplia gama de colores. Este programa se 
basa en que los fitoquímicos de diferentes colores 
son herramientas eficaces para la prevención del 
cáncer y de las enfermedades cardiovasculares. 
Por último, el Estudio Prospectivo Europeo 
sobre Cáncer y Nutrición (The European Prospective 
Investigation into Cancer and Nutrition, EPIC) es un 
estudio multicéntrico coordinado por la Agencia 
Internacional de Investigación del Cáncer (AIIC) de la 
Organización Mundial de la Salud (OMS), que se 
inició en 1993 con la recogida de datos y muestras 
de sangre en 23 centros de investigación de 10 
países europeos e involucró a más de medio millón 
de individuos. Los primeros resultados obtenidos del 
EPIC sobre la relación de la dieta y el cáncer 
mostraban un efecto protector del consumo de fibra, 
frutas y vegetales sobre el cáncer colorrectal; un 
efecto protector del consumo de frutas sobre el 
cáncer de pulmón, y de las frutas y vegetales sobre 
el tracto digestivo superior, mientras que se confirmó 
que un elevado consumo de frutas y vegetales no 
tenía efecto sobre el cáncer de próstata (Surh, 2003). 
Por el contrario, los últimos resultados obtenidos en 
el EPIC apuntan a que la asociación existente entre 
un elevado consumo de frutas y vegetales y la 
reducción en el riesgo de cáncer es mucho más débil 
(Boffetta y col., 2010). Se ha estimado que 200 g 
adicionales de frutas y vegetales previenen sólo el 
3% de los casos cáncer. Sin embargo, a pesar de 
que el vínculo entre dieta y cáncer siga siendo poco 
claro, hay un factor de riesgo confirmado, la 
obesidad. Por tanto, las frutas y vegetales podrían 
aportar muchos beneficios si formarán parte de una 
dieta baja en calorías.  
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8.1. Alimentación saludable: una herramienta 
para disminuir el riesgo de enfermedad 
El concepto de nutrición equilibrada como 
medicina es relativamente novedoso en los países 
occidentales; sin embargo, en las culturas orientales 
se sabe desde hace mucho tiempo que ciertos 
alimentos proporcionan beneficios para el 
mantenimiento de la salud. La medicina tradicional 
china junto con las prácticas de acupuntura y 
ejercicio, preconiza a la dieta como uno de sus 
pilares. Los japoneses crearon la expresión de 
“alimento funcional” hace dos décadas, para definir 
aquellos alimentos que previenen o curan 
enfermedades (Agarwal y col., 2006). Existen de 
hecho, pruebas científicas que asocian la “Dieta 
Mediterránea” con una mayor esperanza de vida 
(Trichopoulou y col., 1995; Osler y Schroll, 1997), con 
un riesgo más bajo de incidencia y mortalidad por 
cardiopatía isquémica y con un efecto protector frente 
a determinados tipos de cáncer (Esposito y col., 
2004; Knoops y col., 2004; Kok y Kromhout, 2004; 
Trichopoulou y Critselis, 2004; Tripoulou y col., 2005; 
Agarwal y col., 2006; Knoops y col., 2006).  
El modelo gráfico de la dieta mediterránea 
se asemeja al tradicional de la pirámide nutricional 
(Figura 25): en la base se resalta la actividad física 
diaria, seguida del uso de cereales y derivados (pan, 
pasta, patatas) que deben ser consumidos todos los 
días, junto con frutas, vegetales y legumbres que 
proveen proteínas, carbohidratos, fibra, vitaminas y 
sales minerales. Al ascender, se encuentran la leche 
y sus derivados que proporcionan calcio, y el aceite 
de oliva que suministra grasas de calidad óptima y 
sustancias antioxidantes; le siguen el pescado, el 
huevo y la carne de aves que aportan proteínas ricas 
en aminoácidos esenciales. Finalmente, en el vértice 
de la pirámide, se encuentran las carnes rojas, una 
importante fuente de proteínas y de hierro, cuyo 
consumo no es frecuente en este tipo de dieta. 
Los esfuerzos de la comunidad científica se 
centran en la identificación de los compuestos 
bioactivos responsables de los efectos saludables 
de los alimentos. Kitts (1994) definió los compuestos 
bioactivos como constituyentes de los alimentos, 
carentes de valor nutritivo, de origen vegetal 
(fitoquímicos), especialmente los de algunas frutas, 
vegetales, cereales, legumbres, especias y hierbas 
aromáticas, o de origen animal ricos en lípidos 
(pescado o leche) y que participan en determinadas 
actividades metabólicas humanas. Su presencia en 
los alimentos consumidos desde la antigüedad 
sugiere que no son peligrosos a las concentraciones 
a las que se encuentran en sus fuentes naturales y 
que carecen de efectos secundarios perjudiciales 
aunque, su mecanismo de acción se parezca más al 
de los fármacos que al de los nutrientes (Wrick, 
1994). 
En 1994, entró en vigor en Estados Unidos 
la Ley de Suplementos Dietéticos, Salud y Educación 
(Dietary Supplement Health and Education Act, 
DSHEA) que modificó la ley Federal de Alimentos, 
Medicamentos y Cosméticos. De acuerdo con la 
DSHEA, suplemento dietético o complemento 
alimenticio es “un producto, distinto del tabaco, 
destinado a suplementar cualquier dieta, que 
contiene, al menos, uno o más de los siguientes 
ingredientes: una vitamina, un mineral, una hierba u 
 
 
Figura 25. Pirámide de la Estrategia para la Nutrición, 
Actividad Física y Prevención de la Obesidad (Nutrition, 
Physical Activity and Obesity Prevention Strategy, NAOS), 
elaborada por la Agencia Española de Seguridad Alimentaria 
y Nutrición (AESAN). 
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otro vegetal o una sustancia dietética empleada para 
suplementar la dieta aumentando su ingesta dietética 
total; o un concentrado, metabolito, componente o 
extracto, o una combinación de algunos de los 
ingredientes mencionados”. Se venden en diferentes 
presentaciones, como pastillas, cápsulas, líquidos y 
polvos. Además, pueden ser de origen natural o 
químico sintético. De esta forma, la DSHEA dio lugar 
al nacimiento de una enorme industria, con una venta 
anual de suplementos dietéticos de 18 billones de 
dólares en Estados Unidos en el año 2002. 
En los últimos años se ha creado así un 
auténtico caos por la cantidad de productos, tan 
heterogéneos, distintos y variados, que caben en la 
denominación de suplementos dietéticos. Antes de 
utilizar los suplementos en cantidades mayores a las 
ingeridas, sería conveniente conocer no solo su 
metabolismo sino también sus posibles interacciones 
con algunos fármacos empleados. 
En la actualidad, la cultura y la sensibilidad 
popular frente a términos como “alimentos 
funcionales”, “alimento fortificado”, “nutracéuticos” o 
“suplementos dietéticos” es muy escasa y cuando 
existe, generalmente es errónea. En la Tabla 8 se 
muestran las principales diferencias entre alimento 
funcional y nutracéutico. Así, un alimento funcional, 
según el Consejo Internacional de Información 
Alimentaria (International Food Information Council, 
IFIC) es aquel que, aparte de su papel nutritivo 
básico desde el punto de vista material y energético, 
es capaz de proporcionar un beneficio para la salud. 
Por otro lado, un alimento fortificado es aquel al 
que se le adiciona algún componente beneficioso 
para la salud: leche con adición de calcio o ácidos 
omega-3, margarinas enriquecidas con componentes 
vegetales anticolesterol, etc. (Thompson y col., 
1999). Sin embargo, un nutracéutico se puede 
definir como un suplemento dietético de un 
compuesto natural bioactivo presente en los 
alimentos, en forma de una matriz no alimenticia 
(píldoras, cápsulas, polvo, etc.), y que tomado en una 
dosis superior a la existente en esos alimentos tiene 
un efecto favorable sobre la salud, mayor que el que 
podría tener el alimento normal (Shahidi, 2002). Por 
tanto, se diferencian de los medicamentos en que 
éstos últimos no tienen un origen biológico natural.  
Aunque los alimentos funcionales son tan 
antiguos como la propia humanidad, los principios 
bioactivos, a los que se atribuyen sus propiedades 
beneficiosas para la salud, sólo han interesado a las 
multinacionales alimentarias en las últimas décadas. 
Así se explica la abundancia creciente de 
parafarmacias, establecimientos dietéticos, 
herboristerías y de las autoproclamadas «tiendas de 
alimentos saludables». Muchas empresas 
alimentarias y multinacionales farmacéuticas han 
visto que algunos de estos compuestos bioactivos, 
debidamente comercializados, podrían ser una buena 
e importante fuente de ingresos (Sanz, 1993). 
Hay una serie de factores responsables del 
constante crecimiento del mercado de este tipo de 
 
Tabla 8. Diferencias entre alimentos funcionales y nutracéuticos (Shahidi, 2002). 
                 
 Alimentos funcionales Nutracéuticos 
 




• Productos alimenticios de la 
industria 
• Se consumen formando parte de 
las tres comidas principales 
 
• La mayoría son tentempiés 
(snacks) o bebidas refrescantes y 
se consumen entre comidas 
• Poseen de forma natural 
sustancias bioactivas en 
cantidades muy pequeñas 
 
• Se les incorporan sustancias 
bioactivas en elevadas 
cantidades 
 
• Se han consumido siempre desde 
tiempo inmemorial 
• Su consumo, que aumenta día a 
día, se ha popularizado en las 
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alimentos (Sanz, 2005), entre ellos: 
• El gasto, cada día mayor, que suponen las 
enfermedades crónicas degenerativas, para la 
seguridad social en hospitalizaciones y costes 
médico-farmacéuticos. 
• Los deseos de la población de prevenir las 
enfermedades, siempre que sea posible, con 
alimentos y no con medicamentos. 
• El envejecimiento de la población de los países 
desarrollados, manteniendo una vida física e 
intelectualmente más activa y confortable durante el 
mayor tiempo posible. 
• La gran capacidad de adaptación del sector 
empresarial agroalimentario (especialmente el 
multinacional) que le permite cubrir y satisfacer 
cualquier demanda o tendencia del consumo que 
contribuya a incrementar sus ventas y a engrosar sus 
buenos resultados. 
• La gran publicidad que se hace de cualquier 
ensayo científico que destaque la relación positiva 
entre dieta y bienestar. 
En estos momentos la pregunta clave sería 
si los compuestos bioactivos purificados tienen los 
mismos efectos saludables que los presentes en los 
alimentos de forma natural. Los compuestos 
bioactivos ingeridos en forma de suplementos 
dietéticos pueden producir diferentes efectos en la 
salud que cuando son ingeridos con el alimento, 
posiblemente debido a la dosis, la forma o a la 
presencia de otros componentes en los alimentos 
(McCullough y Giovannucci, 2004). Asímismo, el 
compuesto puro aislado puede perder su bioactividad 
o no comportarse de la misma forma que cuando se 
encuentra en el alimento. De hecho, el papel de los 
carotenoides y la vitamina C como suplementos 
anticancerígenos han sido cuestionados debido a 
que no han reducido la incidencia de cáncer y de las 
enfermedades cardiovasculares (Blot y col., 1993; 
Salonen y col., 2000). Por tanto, los consumidores 
deberían adquirir estos compuestos bioactivos a 
partir de una dieta variada y no a partir de 
suplementos dietéticos.  
8.2. Efectos beneficiosos de los agentes 
quimiopreventivos 
Wattenberg (1985) clasificó los compuestos 
quimiopreventivos en agentes bloqueadores o 
agentes supresores, según sus mecanismos de 
acción (Figura 26). 





































Figura 26. Mecanismos de acción de los agentes quimiopreventivos bloqueadores y 
supresores (Surh, 2003).  
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1. Los agentes bloqueadores evitan que 
los carcinógenos dañen dianas celulares, como son 
el DNA, el RNA y las proteínas, ya que muchos de 
ellos tienen la capacidad de bloquear la activación 
metabólica de los carcinógenos a través de la 
inhibición de la actividad de las enzimas de la Fase I. 
Sin embargo, otros tienen la capacidad de estimular 
la actividad o la expresión de las enzimas de la Fase 
II, incrementando la excreción de los carcinógenos y 
evitando que estos ejerzan su acción cancerígena. 
La actividad antioxidante es otro de los mecanismos 
ya que pueden proteger los sistemas celulares 
atrapando los radicales libres generados por el estrés 
oxidativo, y reduciendo así el riesgo de padecer 
cáncer (Adom y col., 2003). Sin embargo, los 
compuestos quimiopreventivos antioxidantes no solo 
atrapan radicales libres, sino que paradójicamente 
pueden generar más estrés oxidativo para inhibir la 
proliferación de las células tumorales (Loo, 2003), 
que son más susceptibles al daño oxidativo que las 
células normales (Long y col., 2000; Loo, 2003). 
Dentro de los agentes bloqueadores se encuentran 
los indoles e isotiocianatos (ITCs) de las plantas 
crucíferas, los terpenos de las frutas cítricas, los 
organosulfurados del ajo y de la cebolla (OSCs), la 
EGCG del té verde, los inhibidores de proteasas de 
las judías, los carotenos, las cumarinas y las 
curcuminas. 
2. Los agentes supresores retardan las 
etapas de promoción y progresión tumoral una vez 
que se ha producido la transformación de las células 
normales a neoplásicas. En definitiva, los agentes 
supresores impiden el desarrollo del tumor y sus 
mecanismos de acción son: bloqueo del ciclo celular, 
modulación del proceso apoptótico (pueden 
presentar un efecto dual, es decir, inducir o inhibir la 
muerte celular por apoptosis, dependiendo de la 
dosis administrada) e inhibición de las vías de 
señalización celular que se encuentran estimuladas 
en las células tumorales (Greenwald, 2002; Surh, 
2003). Dentro de estos agentes se encuentran los 
retinoides, los inhibidores de la síntesis de las 
prostaglandinas, los monoterpenos, el selenio y los 
inhibidores de la biosíntesis de poliaminas. 
Además, muchos quimiopreventivos 
pueden actuar como agentes bloqueadores y 
supresores. Es una regla común, más que una 
excepción, que un compuesto quimiopreventivo 
afecte a más de un proceso celular como se muestra 
en la Figura 27. Los efectos pueden ser sinérgicos, 
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aditivos o incluso antagónicos, y éstos pueden 
depender del tiempo, de la concentración o del tipo 
celular. 
Por otra parte, los agentes 
quimiopreventivos también se pueden clasificar 
atendiendo a su estructura química en vitaminas, 
minerales y fitoquímicos (Tabla 9). Estos últimos a su 
vez, se dividen en seis grandes grupos: carotenoides, 
flavonoides, fenoles ácidos, ITCs, OSCs e indoles. 
De todos ellos, los más extensamente estudiados 
son los carotenoides (Gallicchio y col., 2008), los 
OSCs (Nagini, 2008), los flavonoides y los fenoles 
ácidos (Linseisen y Rohrmann, 2008).  
8.2.1. Plantas de la familia Cruciferae: brécol 
y otras crucíferas 
Las plantas de la familia Cruciferae, a la 
que pertenecen el brécol (Brassica oleracea var. 
italica), la col (B. oleracea var. capitata), las coles de 
Bruselas (B. oleracea var. gemnifera), la coliflor (B. 
oleracea var. botrytis), los nabos (B. campestres var. 
rapifera), los rábanos (Raphanus sativus) y los berros 
(Nasturtium officinale) son ricas en glucosinolatos 
(Drewnowski y Gómez-Carneros, 2000). 
La hidrólisis de los glucosinolatos por la 
enzima mirosinasa, presente en la planta o en la flora 
intestinal (Keum y col., 2004), da lugar a la formación 
de los ITCs e indoles (Holst y Williamson, 2004). La 
mirosinasa está físicamente separada de los 
glucosinolatos en las células vegetales. No obstante, 
Tabla 9. Clasificación de los agentes quimiopreventivos según su estructura 
química y sus principales fuentes en los alimentos (Russo y col., 2005). 
 
    
 Clasificación según 
estructura química Quimiopreventivo Fuentes 
Vitamina D Productos lácteos 
Ácido Fólico Verduras y hortalizas 
Vitamina A Verduras y hortalizas 
Vitamina E Aceites vegetales 
 
Vitaminas 
Vitamina C Frutas y hortalizas 
Calcio Productos lácteos y verduras 
Selenio Frutas, verduras, cereales, carne, pescado 





Luteína Verduras y hortalizas de hoja verde oscuro 
 
Carotenoides 
β-caroteno Verduras naranjas y amarillas 
Genisteína Soja y productos derivados 
Quercetina Frutas y verduras 
Rutina Frutas y verduras 




Antocianinas Frutas, verduras y té negro 
Resveratrol Uvas, vino tinto 
Curcumina Cúrcuma, curry, mostaza 
Ácido cafeico Frutas, café, soja 
Ácido Ferúlico Frutas, soja, arroz 
(-)-Epigalocatequina-3-
galato Té verde 
 
Fenoles ácidos 
Ácido clorogénico Frutas, café, soja 
Alil isotiocianato Coles de Bruselas 
2-fenetil isotiocianato Repollo 
Bencil isotiocianato Berros 






Sulfuro de Dialilo Ajo, cebolla 
Alil Mercaptano Plantas del Género Allium 




S-Alil Cisteína Ajo 
Indol-3-carbinol Crucíferas  Indoles 
Brasinina Crucíferas  
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cuando los vegetales crudos son masticados o 
troceados, esta enzima entra en contacto con los 
glucosinolatos y cataliza la hidrólisis del enlace 
glucosídico. Las prácticas culinarias como hervir, 
cocer al vapor y el calentamiento en el microondas a 
alta potencia (850-900 W) (Verkerk y col., 1997; 
Rouzaud y col., 2004) pueden inactivar a la 
mirosinasa, disminuyendo la biodisponibilidad de los 
ITCs e indoles (Shapiro y col., 1998; Verkerk y col., 
1997; Rouzaud y col., 2004). 
8.2.1.1. Isotiocianatos 
Los principales ITCs que poseen actividad 
quimiopreventiva son el fenetil isotiocianato (PEITC) 
y el alil isotiocianato (AITC) (Figura 28).  
Numerosos estudios en modelos animales 
han demostrado que los ITCs naturales, y un buen 
número de análogos sintéticos, son protectores frente 
a tumores inducidos por carcinógenos en vejiga, 
colon, esófago, mama, páncreas y estómago (Zhang 
y Talalay, 1994; Hecht, 1995; Talalay y Zhang, 1996; 
Hecht, 2000; Conaway y col., 2002).  
Los ITCs pueden actuar como potentes 
inhibidores de las enzimas de la Fase I, como el CYP 
2E1 (Hecht, 2000; Conaway y col., 2002). Además, 
este efecto inhibidor puede ser específico hacia un 
determinado carcinógeno. Por ejemplo, el PEITC es 
un potente inhibidor del cáncer de pulmón inducido 
por la NNK en ratones, sin embargo no muestra este 
efecto protector frente al daño al DNA y la inducción 
de tumores en el pulmón tras el tratamiento con 
B(a)P (Adam-Rodwell y col., 1993).  
Otros ITCs, como el AITC pueden actuar 
también como fuertes inductores de las enzimas de 
la Fase II, entre ellas la UDP-GT (Bacon y col., 2003; 
Petri y col., 2003) y la GST (Brooks y col., 2001; 
Bacon y col., 2003), en cultivos celulares humanos. 
Ésta última también interviene en el metabolismo in 
vivo de los ITCs. Así, polimorfismos en el gen que 
codifica para la enzima GST podrían influir en los 
efectos de la ingesta de las crucíferas y el riesgo de 
padecer cáncer (Lampe y Peterson, 2002). Se 
conocen dos variantes humanas de este gen, 
GSTM1 y GSTT1, las cuales poseen grandes 
deleciones, y por lo tanto no codifican la 
correspondiente enzima GST (Coles y Kadlubar, 
2003). Además, se sabe que un 50% de la población 
pertenece a los polimorfismos GSTM1 y GSTT1 
(Garte y col., 2001). En consecuencia, individuos con 
una baja actividad GST presentan una menor 
eliminación de los ITCs, y por lo tanto una mayor 
exposición a éstos después de la ingestión de 
plantas crucíferas (Seow y col., 1998). Varios 
estudios epidemiológicos han hallado que la relación 
inversa entre el consumo de ITCs procedentes de 
plantas crucíferas y el riesgo de padecer cáncer de 
pulmón (Spitz y col., 2000; London y col., 2000; 
Lewis y col., 2001; Zhao y col., 2001) o de colon 
(Slattery y col., 2000; Seow y col., 2002; Turner y 
col., 2004) es más pronunciada en individuos que 
poseen las variantes GSTM1 y GSTT1.  
Por otro lado, aunque pueda parecer 
contradictorio, los ITCs pueden inducir estrés 
oxidativo en la célula, puesto que disminuyen las 
reservas de GSH (Zhang, 2000; Xu y Thornalley, 
2001), conduciendo a la muerte celular por apoptosis. 
Además, se ha observado que el PEITC y el AITC 
inducen la producción de EROs (Murata y col., 2000; 
Rose y col., 2003). 
El bloqueo del ciclo celular (Xiao y col., 
2003; Zhang y col., 2003) y la inducción de apoptosis 
(Yu y col., 1998; Zhang y col., 2003) por el PEITC y 
el AITC en células cancerosas pueden ser otro de 
sus posibles mecanismos protectores. Yu y col. 
(1998) demostraron que el PEITC (10 μM) induce 
muerte celular por apoptosis en células de cáncer 
Familia Cruciferae
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cervical (HeLa), a través de la activación de la 
caspasa-3 y la consecuente ruptura de la PARP. Por 
otro lado, la apoptosis inducida por el AITC en 
células HL-60 se produce a través de la activación de 
la caspasa-3 (Zhang y col., 2003). Además, los ITCs 
pueden regular la muerte celular por apoptosis 
incrementando la expresión de la proteína Bax 
(Gamet-Payrastre y col., 2000; Fimognari y col., 
2002; Singh y col., 2004 a) y del gen supresor de 
tumores p53 (Huang y col., 1998), induciendo la 
ruptura de Bid (Xu y Thornalley, 2000) o bien 
disminuyendo los niveles de Bcl-XL (Singh y col., 
2004 a).  
8.2.1.2. Indoles 
Los indoles tienen como principal 
representante al indol-3-carbinol (I3C). El precursor 
de este compuesto es un glucosinolato llamado 
glucobrasicina, la cual es muy abundante en plantas 
crucíferas, como el brécol. En el ambiente ácido del 
estómago, el I3C, en contacto con el ácido ascórbico 
de los jugos gástricos, se convierte en el dímero 
llamado 3,3´diindoilmetano (DIM) (Tilton y col., 2006) 
(Figura 29).  
Numerosas investigaciones indican que el 
I3C reduce la carcinogénesis inducida por los HAPs, 
las N-nitrosaminas, los compuestos nitrogenados y 
las aflatoxinas (Hecht, 2000). Estos efectos 
protectores del I3C frente a la carcinogénesis pueden 
ser resultado del aumento en la expresión y en la 
actividad catalítica de algunas enzimas de la Fase I y 
II (Nho y Jeffery, 2001; Safe, 2001). También se ha 
comprobado que el I3C puede prevenir el desarrollo 
de tumores de mama inducidos tanto por agentes 
carcinógenos indirectos [como el 7,12 
dimetilbenzo(a)antraceno (DMBA)] como por 
carcinógenos directos [N-metilnitrosourea (MNU)] 
(Grubbs y col., 1995). Esto hace pensar que otros 
mecanismos protectores pueden estar involucrados 
en los efectos del I3C. 
Uno de los mecanismos de acción mejor 
estudiados del I3C es su efecto protector en tumores 
dependientes de estrógenos, como es el tumor de 
mama. Los estrógenos, como el 17β-estradiol, 
ejercen sus efectos estrogénicos al unirse al receptor 
de estrógenos (RE). Dentro del núcleo, el complejo 
estrógeno-RE puede unirse a secuencias de DNA 
llamadas elemento de respuesta a estrógenos (ERE), 
aumentando la transcripción de los genes que 
contienen el ERE (Jordan y col., 2001). Algunos de 
los efectos mediados por los RE, como la promoción 
de la proliferación celular en mama y útero, pueden 
aumentar el riesgo de padecer tumores estrógeno-
dependientes (Liehr, 2000). Así, el I3C puede inhibir 
la transcripción de genes de respuesta a los 
estrógenos estimulados por el 17β-estradiol en 
células tumorales de mama (Meng y col., 2000; 
Ashok y col., 2001). Por otro lado, el I3C puede 
también afectar al metabolismo del estradiol, 
desviando la producción del metabolito estrogénico 
16α-hidroxiestrona hacia otro menos potente como 
es la 2-hidroxiestrona. A diferencia de la 16α-
hidroxiestrona, la 2-hidroxiestrona tiene poca afinidad 
por los RE y es rápidamente metilada (Schneider y 
col., 1984), siendo menos disponible a los RE y por lo 
tanto, menos tumorogénica. Este cambio en la 
producción de metabolitos estrogénicos puede jugar 
un papel protector, puesto que la 16α-hidroxiestrona 
aumenta la proliferación celular (Nebert, 1993; 
Bradlow y col., 1996) e induce tumores de mama 
(Bradlow y col., 1996).  
Otro mecanismo protector del I3C consiste 
en el bloqueo del ciclo celular e inducción de 
apoptosis en células de cáncer de mama, próstata y 
útero (Chinni y col., 2001; Hong y col., 2002; 
Firestone y Bjeldanes, 2003; Chen y col., 2004). El 
I3C tiene la capacidad de disminuir los niveles de la 

















Figura 29. Conversión del indol-3-carbinol a 3,3´diindoilmetano 
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DIM aumenta los niveles de Bax libre (Hong y col., 
2002), formando este último, homodímeros que 
aumentan la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial. Zhang y Malejka-Giganti (2003) también 
han demostrado que el I3C puede aumentar la 
actividad de la caspasa-3 en ratas con tumores de 
mama inducidos por DMBA. 
8.2.2. Plantas del género Allium: ajo y cebolla 
Las plantas del género Allium, 
especialmente el ajo (A. sativum) y la cebolla (A. 
cepa) presentan gran cantidad de sulfuros de alilo y 
propilo que son los responsables de sus olores 
característicos (Belloir y col., 2006). Cuando estas 
plantas se dañan, cortan o maceran, unas enzimas 
denominadas alinasas actúan sobre la aliína 
produciéndose la alicina y una gran variedad de 
OSCs (Amagase, 2006). Entre estos compuestos 
destacan el sulfuro de dialilo (DAS) y el disulfuro de 
dialilo (DADS) en el ajo y, el sulfuro de dipropilo 
(DPS) y el disulfuro de dipropilo (DPDS) en la cebolla 
(Guyonnet y col., 2001), tal como se muestra en la 
Figura 30.  
La asociación entre el consumo de ajo y el 
riesgo de padecer cáncer se ha evaluado en 
múltiples estudios epidemiológicos en los últimos 30 
años. Se ha establecido que los individuos que 
consumen cantidades diarias elevadas de ajo (20 g al 
día) son menos susceptibles al cáncer que otros con 
un bajo consumo, particularmente en el caso del 
cáncer de estómago e intestino (Fleischauer y Arab, 
2001; Park y Pezzuto, 2002; Galeone y col., 2006). El 
efecto anticancerígeno en el estómago puede estar 
relacionado con sus propiedades antibacterianas. La 
inhibición del crecimiento bacteriano en la cavidad 
gástrica resultaría en una menor conversión de los 
nitratos a nitritos en el estómago (Mei y col., 1982), y 
consecuentemente disminuiría la formación de las N-
nitrosaminas. Shenoy y Choughuley (1992) 
observaron que los zumos de ajo y de cebolla 
inhibían las reacciones de nitrosación in vitro a 
medida que aumentaba la concentración de zumo.  
Asimismo, cada vez son más los estudios 
científicos que indican la actividad antitumoral de los 
OSCs frente a distintos tipos de carcinógenos de la 
dieta como el B(a)P (Sparnins y col., 1988; Hu y 
Singh, 1997; Singh y Shukla, 1998), las aminas 
heterocíclicas (Tsuda y col., 1994; Mori y col., 1999), 
la 1,2-dimetilhidrazina (DMH) (Wargovich y Goldberg, 
1985; Sumiyoshi y Wargovich, 1990), la aflatoxina B1 
(Haber-Mignard y col., 1996) y los compuestos N-
nitroso, como la N-nitrosometilbenzilamina (NMBA) 
(De Boer y col., 2004) y la NDEA (Haber-Mignard y 
col., 1996; Singh y col., 2004 b), en diferentes 
órganos y especies animales. 
La modificación del metabolismo de los 
carcinógenos es el principal mecanismo por el que 
los sulfuros de alilo protegen frente al desarrollo de 
tumores, afectando a la actividad de las enzimas de 
la Fase I y II (Milner, 1996; Schaffer y col., 1996; 
Munday y Munday, 1999). El DAS actúa como un 
inhibidor competitivo de la isoforma enzimática CYP 
2E1, que activa un gran número de sustancias 
genotóxicas. De esta forma evita la unión covalente 
del carcinógeno con el DNA, que constituye el primer 
paso en el proceso carcinogénico (Milner, 1996; 
Schaffer y col., 1996). Además, Guyonnet y col. 
(1999) demostraron que el DADS aumentaba 
significativamente la actividad catalítica de todas las 
















Figura 30. Estructura química de los compuestos 
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EPHX1 pulmonar, mientras que el DAS, DPS y 
DPDS estimulaban la actividad enzimática de la 
EPHX1, GST y  la UDP-GT en el hígado.  
Además, numerosos estudios in vivo e in 
vitro han demostrado que los OSCs poseen una 
elevada actividad antioxidante y capacidad para 
atrapar radicales libres y otros radicales (Imai y col., 
1994; Ide y Lau, 1997). Pueden también mejorar las 
defensas antioxidantes, bien aumentando las 
reservas de GSH o aumentando la expresión de 
enzimas que atrapan radicales libres como la 
superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la 
glutatión peroxidasa (Wei y Lau, 1998). Además, los 
niveles de GSH bajos están asociados con daño 
celular, depresión de la inmunidad y envejecimiento, 
aumentando por tanto el riesgo de cáncer. Los 
extractos de ajo aumentan los niveles de GSH en 
una gran variedad de células, incluidas células de 
hígado y mama (Liu y col., 1992). 
Uno de los factores determinantes en el 
nivel de protección ejercido por los OSCs es el 
número de átomos de azufre en su estructura 
molecular, siendo el DADS más potente que el DAS 
(Sundaram y Milner, 1996 a; Yu y col., 2003). Imai y 
col. (1994) observaron que la capacidad de atrapar 
radicales libres ejercida por diversos OSCs 
aumentaba con el número de átomos de azufre. De 
la misma forma, la presencia del grupo alilo genera 
mayor protección que la aportada por compuestos 
que contienen el grupo propilo (Sundaram y Milner, 
1996 a; Yu y col., 2003). 
Por último, los efectos de los OSCs sobre 
las fases posteriores a la iniciación de la 
carcinogénesis son menos conocidos (Knowles y 
Milner, 1998; Knowles y Milner, 2000; Seki y col., 
2000). Dichos efectos no están limitados a un tejido 
específico o a un tipo particular de célula. Varios 
estudios muestran que los OSCs son eficaces 
inhibidores de la proliferación de células tumorales en 
colon, piel y pulmón (Sundaram y Milner, 1996 b). El 
DAS y el DADS pueden aumentar la expresión del 
gen p53 en diferentes células tumorales (Hong y col., 
2000; Arora y col., 2004) o modificar los niveles 
celulares de diferentes proteínas pro o anti-
apoptóticas. Así, el DAS y el DADS incrementan la 
expresión de la proteína Bax y disminuyen la 
expresión de las proteínas Bcl-2/Bcl-XL en células de 
cáncer de pulmón (Hong y col., 2000) y de mama 
(Nakagawa y col., 2001), respectivamente.  
Sin embargo, aún existen contradicciones 
con respecto al papel de los OSCs en la modulación 
de la apoptosis en las células neoplásicas. Kim y col. 
(2005 b) y Koh y col. (2005) observaron que 
concentraciones altas de DADS inducen la expresión 
de genes y proteínas pro-apoptóticas, mientras que 
concentraciones bajas de DADS estimulan la 
expresión de genes y proteínas anti-apoptóticas en 
células neuronales. El DADS puede inducir o inhibir 
la apoptosis en una misma línea celular dependiendo 
de la concentración empleada. Por ello, se sospecha 
que en muchos estudios in vitro la inducción de 
apoptosis podría depender de la toxicidad de estos 
compuestos evaluados a altas dosis (D´Agostini y 
col., 2005). 
8.2.3. Frutas y vegetales como fuentes de 
vitamina C 
La vitamina C o ácido ascórbico es una 
vitamina hidrosoluble que se encuentra de forma 
habitual en frutas y vegetales (Blasiak y col., 2004) 






Figura 31. Estructura química de la vitamina C. 
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espinacas, las patatas, los kiwis, las fresas, y los 
cítricos como las limas, naranjas y limones 
(Haytowitz, 1995), son los que aportan una mayor 
cantidad de esta vitamina en la dieta. La especie 
humana es incapaz de sintetizarla al carecer de una 
enzima denominada gulonolactona oxidasa, por ello 
las necesidades diarias de vitamina C son cubiertas a 
través de la dieta (Valdés, 2006). La recomendación 
actual de ingesta diaria de vitamina C es de 90 
mg/día para los hombres y de 75 mg/día para las 
mujeres. Sin embargo, pacientes con enfermedades 
crónicas, como el cáncer o la diabetes, o fumadores 
necesitan dosis mayores en su dieta habitual. 
El empleo de la vitamina C para el 
tratamiento y la prevención del cáncer fue por 
primera vez propuesto en 1949 y después apoyado 
por Cameron y col. quienes en un controvertido 
estudio, mostraron que la administración de elevadas 
dosis de vitamina C mejoraba la supervivencia de los 
pacientes con cáncer terminal (Cameron y Campbell 
1974; Cameron y Pauling, 1976; 1978). Numerosas 
evidencias epidemiológicas demuestran que el 
consumo elevado de frutas y vegetales disminuye el 
riesgo de padecer diferentes tipos de cáncer que 
afectan al tracto gastrointestinal y respiratorio (Block, 
1991; Steinmetz y Potter, 1996). Puesto que la 
vitamina C está presente en grandes cantidades en 
estos alimentos, es posible que la reducción del 
riesgo de cáncer asociado al consumo de frutas y 
vegetales pueda ser, al menos en parte, atribuible a 
la vitamina C. 
La vitamina C actúa atrapando radicales 
libres, protegiendo a las células frente al daño 
oxidativo causado por las EROs (Carr y Frei, 1999). 
Este mecanismo es el responsable de la prevención 
del daño oxidativo al DNA (Lutsenko y col., 2002; 
Padayatty y col., 2003; Li y Schellhorn, 2007), de la 
protección de los lípidos frente al daño peroxidativo 
(Chen y col., 2000; Valko y col., 2006) y de la 
reparación de residuos de aminoácidos para 
mantener la integridad de las proteínas (Baynes, 
2001; Padayatty y col., 2003), actuando como un 
protector en las etapas de iniciación y promoción de 
la carcinogénesis. Sin embargo, bajo ciertas 
circunstancias (como la presencia de metales y 
adecuadas condiciones de pH), la vitamina C tiene 
efectos pro-oxidantes e incluso mutagénicos 
(Halliwell, 2001; Robichová y col., 2004 b; Duarte y 
Lunec, 2005). En condiciones fisiológicas in vivo la 
mayoría de los metales presentes son inactivos ya 
que se encuentran unidos a proteínas (Halliwell y 
Gutteridge, 1986). No obstante, a concentraciones 
farmacológicas (0,3-20 mM/L), la vitamina C 
manifiesta una actividad pro-oxidante 
independientemente de la presencia de metales, que 
es más intensa en células cancerígenas causando 
muerte celular (Chen y col., 2005). Esta toxicidad 
selectiva puede ser atribuida a varias propiedades 
intrínsecas de las células tumorales, como una baja 
concentración de enzimas antioxidantes, por ejemplo 
la catalasa y la SOD (Li y Schellhorn, 2007) o por una 
mayor acumulación de ácido dehidroascórbico (DHA) 
a través de la sobre-expresión de transportadores de 
glucosa (GLUT) (Kawamura y col., 2001), y todo ello 
contribuye a su vez al aumento de la concentración 
intracelular de las EROs. 
La vitamina C puede prevenir el cáncer de 
estómago no solo a través de la neutralización de las 
EROs (Menaker y col., 2004), sino también por la 
inhibición de la formación de N-nitrosaminas 
carcinogénicas (Lee y col., 2003; Ozdil y col., 2004; 
Dietrich y col., 2005; Jakszyn y col., 2006 b). La 
vitamina C reduce el nitrito a ON• impidiendo así que 
se una a las aminas para formar las N-nitrosaminas 
(Robichová y Slamenová, 2002). Otros estudios han 
demostrado que los niveles de vitamina C son bajos 
en pacientes adultos infectados por Helicobacter 
pylori, un reconocido factor de riesgo en el cáncer de 
estómago (Park y col., 2003). Por lo tanto, la 
erradicación de H. pylori y la restauración de los 
niveles de vitamina C deberían mejorar las defensas 
antioxidantes y prevenir la progresión del cáncer 
gástrico.  
Por otra parte, la modulación de la 
expresión de los genes que codifican para las 
enzimas responsables de la activación metabólica de 
carcinógenos (Fase I) (Ahn y col., 2006) así como la 
de las enzimas responsables de la detoxificación y 
transformación de los mismos (Fase II) (Elbekai y 
col., 2007), son otros de los mecanismos a través de 
los cuales la vitamina C ejerce su efecto protector. 
Además, las propiedades beneficiosas de 
la vitamina C son también consecuencia de sus 
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efectos sobre el ciclo celular. En células humanas de 
carcinoma de vejiga urinaria (T24) (Jamison y col., 
2004) y en células de ovario de hamster chino (AS52) 
(Bijur y col., 1999), la vitamina C inhibe la 
proliferación bloqueando el ciclo celular en la fase 
G2/M (Clopton y Saltman, 1995; Bijur y col., 1999). 
Además, la inhibición del crecimiento celular puede 
ser también resultado de la inducción de apoptosis. 
Numerosas estudios in vitro han observado el efecto 
pro-apoptótico de la vitamina C en diferentes líneas 
celulares tumorales (Malicev y col., 2000; Park y col., 
2004; Li y col., 2006; Hong y col., 2007) cuando se 
administra a dosis elevadas (0,25-1 mM). En células 
de leucemia mieloide aguda tratadas con vitamina C 
se observó un aumento en los niveles de la proteína 
Bax, liberación del citocromo c, activación de la 
caspasa -9 y de la caspasa-3 y ruptura de la PARP 
(Park y col., 2004).  
Sin embargo, la vitamina C no solo induce 
apoptosis, sino que paradójicamente bloquea la 
apoptosis inducida por distintos agentes biológicos, 
físicos o químicos en diferentes tipos de células 
cancerígenas (Huang y col., 2002; Pérez Cruz y col., 
2003; Karasavvas y col., 2005; Pérez Cruz y col., 
2007). En estos estudios se ha visto que tras el 
tratamiento con vitamina C aumenta la expresión de 
la proteína antiapoptótica Bcl-2 (Wenzel y col., 2004; 
Zhou y col., 2006).  
8.3. Interacciones entre compuestos 
quimiopreventivos: efectos sinérgicos, 
aditivos o antagónicos 
Las interacciones entre los compuestos 
quimiopreventivos pueden modificar los efectos que 
proporcionan los suplementos dietéticos y los 
alimentos funcionales. Estas interacciones pueden 
potenciar tanto el efecto de los quimiopreventivos 
como interferir en su actividad, afectando a un amplio 
rango de procesos biológicos que abarcan el 
metabolismo, la biodisponibilidad, la solubilidad, la 
absorción y la eliminación. El conocimiento de estas 
interacciones debería llevarnos a un enfoque más 
completo e integral sobre la prevención y el 
tratamiento de las enfermedades. De esta forma, las 
interacciones entre los compuestos 
quimiopreventivos nos pueden ayudar a explicar los 
efectos saludables relacionados con los diferentes 
tipos de dietas, así como los efectos contradictorios 
encontrados con algunos suplementos dietéticos. 
Las interacciones entre los diferentes 
compuestos presentes en una mezcla pueden ser 
positivas o negativas. Las interacciones positivas que 
intensifican la potencia de un compuesto bioactivo se 
conocen como potenciación. Las interacciones 
aditivas y sinérgicas son un subgrupo dentro de la 
potenciación y se habla de este tipo de interacciones 
cuando es experimentalmente caracterizada y 
cuantificada. Así, la bioactividad combinada de una 
mezcla se potencia cuando la interacción resulta en 
una mejora de la solubilidad, la absorción, la 
estabilidad o la biodisponibilidad del principio activo. 
En cambio, las interacciones negativas (antagónicas) 
se producen cuando ciertos componentes de la 
mezcla inhiben totalmente la actividad biológica de 
los compuestos bioactivos, bien disminuyendo su 
estabilidad o biodisponibilidad o aumentando su 
metabolismo.  
Aunque la combinación de compuestos 
quimiopreventivos podría proporcionar mayores 
efectos protectores frente a diversos tipos de 
enfermedades que cuando se administran solos, 
existe un reducido número de estudios que examinen 
los efectos de la combinación de estos compuestos, 
así como los mecanismos implicados. La vitamina C 
es uno de los compuestos bioactivos más 
investigados por sus conocidas propiedades 
antioxidantes. Las combinaciones de la vitamina C 
con otros compuestos bioactivos como el licopeno 
(Riso y col., 2004) y las vitaminas A y E (Boëhm y 
col., 1998; Kim y col., 2006 a) resultan en un efecto 
protector sinérgico. Antioxidantes como la vitamina A, 
C y E pueden interaccionar de tal forma que se 
protegen unos a otros de la degradación o/y 
promocionan su regeneración (Liu y col., 2004). Por 
ejemplo, la vitamina C induce la regeneración de la 
vitamina E y convierte el radical β caroteno en su 
forma reducida (Liu y col., 2004). También la vitamina 
A inhibe la formación de malondialdehído 
(Samokyszyn y Marnett, 1990) y, su actividad 
antioxidante está fortalecida por la inhibición de la 
producción de EROs por el sistema hierro-ascorbato 
a través de la reacción de Fenton (Sultana y col., 
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2004). Recientemente Limpens y col. (2006) 
observaron que el tratamiento combinado de licopeno 
y vitamina E suprimía la proliferación celular en 
cáncer de próstata humano, mientras que ninguno de 
estos compuestos por separado reducía 
significativamente el volumen del tumor. Esta sinergia 
entre la vitamina E y el licopeno se demostró 
previamente in vitro con respecto a su actividad 
antioxidante (Fuhrman y col., 2000) y a su efecto 
inhibidor sobre la proliferación celular en carcinoma 
de próstata (Pastori y col., 1998).  
Aparte de las vitaminas, se ha observado 
que otros compuestos quimiopreventivos pueden 
presentar efectos sinérgicos. A partir de estudios en 
ratas alimentadas con brécol rico en glucosinolatos 
se observó que la actividad de la NQO aumentó 
significativamente, tanto en el hígado como en el 
colon, con respecto al grupo control o al grupo con 
una dieta rica en sulfurofano (SFN). El SFN 
purificado fue menos activo que los compuestos 
presentes en la matriz del brécol, lo que sugiere que 
otros componentes de este vegetal (como la 
quercetina o el S-metilcisteína sulfóxido) potenciaron 
su bioactividad (Keck y col., 2003). De igual manera, 
los glucosinolatos derivados de otras crucíferas, 
como las coles de bruselas, se analizaron para 
determinar su efecto en la actividad de las enzimas 
de la Fase II como la GST, la NQO y la Glutatión 
reductasa (GR). La mezcla de estos derivados 
aumentó de forma más potente la actividad de estas 
enzimas que los componentes individualmente 
(Staack y col., 1998; Nho y Jeffery, 2001). 
Diferentes estudios (Hudges y col., 1998; 
Donnelly y col, 1999) han encontrado también 
interacciones negativas (antagónicas) entre las 
vitaminas C y E. Así, se observó que las vitaminas C 
y E ejercían un efecto protector frente al daño 
oxidativo al DNA en espermatozoides humanos 
cuando se administraban por separado, mientras que 
en tratamientos combinados a las mismas 
concentraciones aumentaron dicho daño oxidativo. 
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Los alimentos constituyen una de las 
principales fuentes exógenas de N-nitrosaminas para 
la especie humana, existiendo una gran 
preocupación por su presencia en nuestra vida diaria 
ya que constituyen uno de los grupos de agentes 
carcinogénicos más estudiados. La mayor parte de 
los trabajos de investigación realizados hasta el 
momento se centran en dos N-nitrosaminas volátiles, 
la N-nitrosodimetilamina (NDMA) y la N-
nitrosopirrolidina (NPYR). Sin embargo, son muy 
escasos los trabajos realizados con otras N-
nitrosaminas, como la N-nitrosopiperidina (NPIP) y la 
N-nitrosodibutilamina (NDBA).  
La NPIP se forma a partir de las reacciones 
entre los agentes nitrosantes derivados de las sales 
de curado y los compuestos procedentes de la 
pimienta y el pimentón, como la piperidina y la 
piperina o sus precursores. De esta forma podemos 
encontrar la NPIP en chorizos, salchichones, 
jamones y lomos que incluyan especias en la 
formulación de sus mezclas. Por otra parte, la NDBA 
se origina en productos cárnicos como consecuencia 
de la interacción del nitrito presente en la carne con 
las aminas empleadas como aditivos en la industria 
de la goma. Dichos aditivos pueden nitrosarse para 
formar la NDBA que posteriormente migra al 
producto. Asímismo, la NDBA es una de las N-
nitrosaminas que se encuentra más frecuentemente 
en chupetes y tetinas para biberones empleados en 
el cuidado y la alimentación de los bebés. Esto 
podría multiplicar la exposición de la población infantil 
por 100 con respecto a un individuo adulto. En 1978, 
la Agencia Internacional para la Investigación del 
Cáncer (AIIC) clasificó a la NPIP y a la NDBA como 
carcinógenos del grupo 2B (posibles carcinógenos en 
humanos). Por ello, existe una creciente 
preocupación frente a la posibilidad de que las N-
nitrosaminas puedan causar diversos tipos de cáncer 
en humanos, incluso con una exposición a bajas 
dosis a lo largo de toda la vida.  
Demostrado el efecto potencialmente 
cancerígeno de las N-nitrosaminas, se impone la 
necesidad de controlar su formación en el medio 
ambiente y sobre todo en los alimentos. Para ello 
existen dos tipos de estrategias: la inhibición de su 
formación y la quimioprevención. Esta última 
posibilidad es la que se contempla en el trabajo 
presentado en esta memoria.  
La estrategia quimiopreventiva frente a la 
inducción del cáncer de muchos compuestos 
mutagénicos se basa en la alteración de su 
metabolismo. Por ello, cualquier compuesto capaz de 
bloquear algún paso de la activación metabólica, de 
capturar metabolitos intermediarios formados tras 
dicha activación o de estimular la actividad 
detoxificadora puede considerarse como un 
quimiopreventivo potencial. Muchos de estos agentes 
quimiopreventivos se encuentran en frutas y 
vegetales, siendo una de las relaciones más sólidas 
entre dieta y cáncer la establecida por el efecto 
protector que tiene el consumo elevado de frutas y 
vegetales. Este hábito alimentario se encuentra 
asociado a una baja incidencia de cáncer la especie 
humana. En trabajos prelimininares desarrollados por 
nuestro equipo de investigación se demostró el 
efecto protector de los extractos acuosos y etanólicos 
de frutas y vegetales frente a la citotoxicidad y 
mutagenicidad de las N-nitrosaminas. Por tanto, 
como las frutas y vegetales forman parte de nuestra 
dieta diaria, consideramos de interés evaluar el 
efecto protector individual de los agentes 
quimiopreventivos presentes en este tipo de 
alimentos, frente a compuestos tóxicos, mutagénicos 
y cancerígenos como las N-nitrosaminas que van a 
ser consumidas simultáneamente con frutas y 
vegetales. Esto permitiría también establecer la 
existencia de una estrecha relación entre la 
estructura química de estos compuestos y su 
actividad biológica, y profundizar en los mecanismos 
de acción por los que estos compuestos desarrollan 
su actividad protectora frente a las N-nitrosaminas. 
En este sentido, los compuestos organosulfurados 
(OSCs), los compuestos isotiocianatos (ITCs) y la 
vitamina C podrían actuar como quimiopreventivos 
frente a la carcinogenicidad de la NPIP y de la NDBA, 
siendo ésta la hipótesis de partida del presente 
trabajo de investigación.  
No obstante, hoy en día, sigue siendo muy 
complicado determinar el comportamiento de estos 
agentes quimiopreventivos cuando son ingeridos a 
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frutas o vegetales puede contener cientos de estos 
compuestos. De hecho, se han descrito interacciones 
entre ciertos quimiopreventivos que podrían tanto 
potenciar como interfirir el efecto protector individual 
de cada uno de ellos, ya que pueden afectar a un 
amplio rango de procesos biológicos como el 
metabolismo, la biodisponibilidad, la solubilidad, la 
absorción y la eliminación. La complejidad de estas 
interacciones hace que aún estemos lejos de conocer 
y comprender el verdadero papel de los 
quimiopreventivos presentes en los alimentos frente 
a la prevención del cáncer. Sin duda, este 
desconocimiento hace necesario que las futuras 
investigaciones presten una mayor atención al 
estudio de los efectos combinados de los 
compuestos quimiopreventivos y, debido a que 
muchas frutas y vegetales, además de contener 
OSCs ó ITCs, son muy ricas en vitamina C, 
consideramos de interés evaluar la interacción entre 
estos quimiopreventivos. Por ello, el objetivo principal 
del presente trabajo de investigación consistió en 
evaluar el “Efecto protector de los 
organosulfurados (OSCs) y de los isotiocianatos 
(ITCs) solos o en combinación con la vitamina C 
frente al daño al DNA inducido por la N-
nitrosopiperidina (NPIP) y la N-
nitrosodibutilamina (NDBA) presentes en los 
alimentos. Así como, en determinar los posibles 
mecanismos de acción por los que estos 
compuestos ejercen su efecto protector”. 
Para ello, se ha utilizado la línea celular de 
hepatoma humano (HepG2) y la electroforesis 
alcalina de células individuales o ensayo Cometa, así 
como microsomas de células de insecto 
transfectadas con baculovirus que expresan la 
isoforma enzimática humana CYP 1A1 implicada en 
el metabolismo de la NDBA. En este trabajo, además 
de la línea celular HepG2, también se ha empleado la 
línea de leucemia humana (HL-60) para la realización 
de los estudios de apoptosis. Para alcanzar el 
objetivo propuesto fue necesario realizar los 
siguientes objetivos parciales: 
1. Analizar el daño al DNA (ruptura de las cadenas 
del DNA, daño oxidativo y alquilativo) inducido 
por la N-nitrosopiperidina (NPIP) y la N-
nitrosodibutilamina (NDBA), utilizando la línea 
celular HepG2 y el ensayo Cometa. 
2. Evaluar la inducción de apoptosis por la NPIP y 
la NDBA en dos líneas celulares, HL-60 y 
HepG2, utilizando diferentes técnicas como la 
microscopía de fluorescencia, la citometría de 
flujo (ensayo Anexina V/IP y método TUNEL), el 
Western blot de la poli (ADP-ribosa)-polimerasa 
(PARP) y la actividad de las caspasas. 
3. Determinar la producción de las especies 
reactivas del oxígeno (EROs) por la NPIP y la 
NDBA en dos líneas celulares, HL-60 y HepG2, 
utilizando el diacetato de 2´,7´-
diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA), y su 
implicación en el proceso apoptótico. 
4. Evaluar el efecto protector de los OSCs, los 
ITCs y la vitamina C frente al daño al DNA 
inducido por la NPIP y la NDBA: Análisis del 
daño al DNA de un tratamiento simultáneo de N-
nitrosaminas y OSCs ó ITCs ó vitamina C, 
utilizando la línea celular HepG2 y el ensayo 
Cometa. 
5. Evaluar la interacción de los OSCs ó de los ITCs 
con la vitamina C frente al daño al DNA inducido 
por la NPIP y la NDBA: Análisis del daño al DNA 
de un tratamiento simultáneo de N-nitrosaminas 
y OSCs ó ITCs en combinación con la vitamina 
C, utilizando la línea celular HepG2 y el ensayo 
Cometa. 
6. Estudiar los posibles mecanismos de acción por 
los que los compuestos quimiopreventivos 
ejercen su efecto protector: 
6.1.  Inhibición de la isoforma enzimática 
humana CYP 1A1 (implicada en el 
metabolismo de la NDBA), utilizando 
microsomas de células de insecto 
transfectadas con baculovirus que expresan 
dicha isoforma humana.  
6.2. Efecto de la vitamina C, el disulfuro de 
dialilo (DADS) y el disulfuro de dipropilo 
(DPDS) en la apoptosis inducida por la NPIP 
y la NDBA, utilizando dos líneas celulares, 
HL-60 y HepG2 y el método TUNEL. 
6.3. Capacidad de la vitamina C, el DADS y el 
DPDS de atrapar las EROs producidas por la 
NPIP y la NDBA, utilizando dos líneas 
celulares, HL-60 y HepG2, y el H2DCFDA. 
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Todos los estudios incluidos en esta tesis 
se han realizado in vitro utilizando líneas celulares 
tumorales humanas y microsomas de células de 
insecto transfectadas con baculovirus que expresan 
la isoforma enzimática humana CYP 1A1. 
2.1. Líneas celulares tumorales humanas  
Hoy en día disponemos de varias líneas 
hepáticas tumorales humanas para predecir el 
potencial genotóxico de agentes carcinogénicos 
como las N-nitrosaminas, aunque la línea celular 
HepG2 es una de las mejor caracterizadas. Esta 
línea celular deriva originalmente de un carcinoma 
hepatocelular humano, conservando así muchas de 
las características morfológicas y la actividad de las 
enzimas de la Fase I y de la Fase II de las células del 
parénquima hepático. Sin embargo, como hemos 
mencionado anteriormente (Capítulo I, apartado 6) 
los niveles de expresión de las enzimas de la Fase I 
y de ciertas enzimas de la Fase II, en concreto la 
UDP-GT, son algo inferiores a los que se presentan 
en los cultivos primarios de hepatocitos. A pesar de 
esta limitación, la línea celular HepG2 es la mejor 
candidata para cumplir los objetivos de este proyecto, 
dada su simplicidad, disponibilidad y bajo coste.  
En este trabajo de investigación, utilizamos 
también la línea derivada de leucemia humana, HL-
60, que expresa las enzimas del metabolismo celular 
(Nagai y col., 2002) y se utiliza como modelo para el 
estudio de la apoptosis inducida por carcinógenos 
(Holme y col., 1997). 
Estas dos líneas se obtuvieron de la 
colección de cultivos celulares del Centro de 
Investigaciones Biológicas (CIB, Madrid). En la 
Figura 32 se observa la morfología de las líneas HL-
60 y HepG2 al microscopio óptico. En cuanto a las 
condiciones de cultivo, las células HL-60 y HepG2 se 
cultivaron en medio RPMI 1640 (Roswell Park 
Memory Institute) y en medio de cultivo definido de 
Eagle modificado por Dulbecco respectivamente, 
suplementados con un 10% de suero fetal bovino, 50 
UI/ml penicilina, 50 μg/ml estreptomicina y un 1% v/v 
L-Glutamina. El crecimiento de las células se realizó 
a 37ºC en una atmósfera saturada de humedad y con 
un 5% de CO2. En la realización de todos los 
experimentos incluidos en esta memoria se han 
utilizado subcultivos con un número de pases de 10 a 
17.  
2.2. Compuestos químicos 
2.2.1. N-nitrosaminas 
En este trabajo se han utilizado dos de las 
N-nitrosaminas volátiles que se pueden detectar en 
los alimentos (Ventanas y col., 2004). La N-
nitrosopiperidina (NPIP), con una estructura cíclica,  y 
la N-nitrosodibutilamina (NDBA), con una estructura 
lineal. En la Figura 33 se muestra la estructura 
química de la NPIP y de la NDBA.  
Debido a que las N-nitrosaminas son 
agentes carcinogénicos muy potentes, en todos los 
experimentos se tomaron las medidas adecuadas de 
seguridad para su manipulación. 





Figura 32. Morfología de las líneas HL-60 (A) y HepG2 (B) 




Figura 33. Estructura química de (A) la N-nitrosopiperidina (NPIP) y 
de (B) la N-nitrosodibutilamina (NDBA).  
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2.2.2. Compuestos quimiopreventivos 
En el presente estudio de investigación los 
compuestos quimiopreventivos utilizados frente a la 
genotoxicidad de la NPIP y de la NDBA fueron los 
que aparecen en la Tabla 10. 
2.2.3. Etopósido 
El etopósido es un derivado semisintético 
de la podofilotoxina extraída del Podophyllum 
peltatum o mandrágora americana, que se utiliza 
como un agente quimioterapéutico frente al cáncer 
(Guevara y col., 2000). Este compuesto actúa 
inhibiendo la acción de la enzima topoisomerasa II, 
esencial para la replicación y transcripción del DNA. 
Se ha demostrado que el etopósido es capaz de 
inducir apoptosis en una gran variedad de líneas 
celulares tumorales (Nakaya y col., 1991). En los 
artículos 1 y 2, utilizamos el etopósido como un 
control positivo de apoptosis (Ho y col., 1999; Kumala 
y col., 2003), a la concentración de 5 μM en la línea 
celular HL-60 y de 100 μM en la línea celular HepG2.  
2.2.4. N-acetilcisteína (NAC)  
La NAC es un compuesto organosulfurado 
de naturaleza hidrofílica presente en las plantas del 
género Allium como el ajo o la cebolla (Hsu y col., 
2004). En los últimos años, numerosas 
investigaciones han demostrado los efectos 
beneficiosos que posee este compuesto frente al 
daño al DNA, y a la carcinogénesis inducida por 
numerosos compuestos químicos (De Flora y col., 
2001). Entre los múltiples mecanismos que se le 
atribuyen destaca su actividad antioxidante, y por 
tanto su capacidad para atrapar o reaccionar con las 
EROs (Plantin-Carrenard y col., 2000; Zafarullah y 
col., 2003). En los artículos 1 y 2, la NAC (20 mM, 
1h) se empleó para reducir la producción intracelular 
de las EROs inducida por las N-nitrosaminas, así 
como para determinar el papel de las mismas en la 
apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA en las 
células HL-60 y HepG2.  
2.3. Determinación de la Viabilidad Celular 
2.3.1. Método Colorimétrico MTT  
Este método se basa en la metabolización 
de la sal de tetrazolio (MTT), de color amarillo, a 
cristales de formazán, de color púrpura, por la acción 
de las deshidrogenasas mitocondriales. La enzima 
succinato deshidrogenada mitocondrial (SDH) es la 
principal implicada en esta reacción reductora, así 
como los cofactores de nucleótidos de la pirimidina 
        Tabla 10. Compuestos quimiopreventivos utilizados en este trabajo frente a la genotoxicidad de la NPIP y de la NDBA. 
 
          
 
Frutas y vegetales Nombre vulgar Nombre científico Compuestos químicos Artículos 
 
 
Ajo Allium sativum Sulfuro de Dialilo (DAS) Disulfuro de Dialilo (DADS) 3 y 5 
 
 
Cebolla Allium cepa Sulfuro de Dipropilo (DPS) Disulfuro de Dipropilo (DPDS) 3 y 5 





Coles de Bruselas 
Brassica. oleracea var. itálica 
Raphanus sativus 
Nasturtium officinale 
Brassica oleracea var. capitata 
Brassica oleracea var. botrytis 
Brassica oleracea var. gemnifera 
Fenetil isotiocianato (PEITC) 





Frutas y vegetales  Vitamina C 3, 4 y 5 
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NADH y NADPH (Figura 34). Esta conversión, por 
tanto, sólo puede ocurrir en células viables (Martínez 
y col., 1998). Los cristales de formazán formados son 
solubilizados y la solución coloreada resultante se 
cuantifica espectrofotométricamente (A620nm – 
A690nm) (Mosmann, 1983). Un incremento en el 
número de células viables está directamente 
relacionado con la cantidad de cristales de formazán 
formados, reflejado en la absorbancia obtenida. 
En el presente trabajo de investigación 
utilizamos el kit de proliferación celular I MTT 
(bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil 
tetrazolio), para evaluar la citotoxicidad de las N-
nitrosaminas y de los compuestos quimiopreventivos 
utilizados en este trabajo (Artículo 1 y Capítulo II, 
apartado 5.2).  
2.3.1.1. Procedimiento del método 
La viabilidad celular se determinó siguiendo 
las indicaciones del kit de proliferación celular I MTT. 
Las células (1×106 células/ml) se cultivaron en placas 
microtituladoras de 96 pocillos, en medio de cultivo 
completo, a 37ºC y con un 5% de CO2 durante 24 h, 
tal y como se muestra en la Figura 35. Pasadas las 
24 h, se retiró el medio de cultivo utilizado y se 
añadieron a los pocillos diferentes concentraciones 
de NPIP o NDBA (0,5-20 mM en HL-60; 1-45 mM en 
HepG2), incubando las placas durante 6, 18 y 24 h. 
Después de la incubación, se añadieron 10 μl de la 
solución MTT a cada pocillo, incubando la placa 
durante 4 h. Para disolver los cristales de formazán, 
se añadió a cada pocillo 100 μl de una solución 
solubilizante y a continuación se incubó la placa 
durante 24 h. Transcurrido este periodo de 
incubación y una vez solubilizados todos los cristales 
de formazán, se procedió a la lectura 
espectrofotométrica de la absorbancia de cada 
pocillo (A 620 nm – A 690 nm). Los resultados se 
expresaron como porcentaje de supervivencia celular 
(%SDH) de acuerdo a la siguiente fórmula: 
porcentaje de supervivencia celular (%SDH)= 100 
(A1/A0), donde A1 es la absorbancia de las células 
expuestas a las N-nitrosaminas, y A0 es la 
absorbancia del control negativo (células no 
tratadas).  
       
Siembra de 
células 
















24 h 4 h 24 h
 
 













Figura 34. Reacción de metabolización del MTT a formazán, 
mediante la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa 
(SDH) en células viables. 
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2.4. Evaluación de la genotoxicidad in vitro: 
Electroforesis alcalina de células 
individuales (Ensayo Cometa) 
La técnica de electroforesis alcalina en 
células individuales conocida también como ensayo 
Cometa es un método sensible, fiable y rápido que 
permite visualizar al microscopio de fluorescencia los 
daños en el DNA (Lee y col., 2004). Este método se 
desarrolló por primera vez en 1984 para detectar 
rupturas en la cadena doble de DNA (Östling y 
Johanson, 1984). Sin embargo, años más tarde, 
Singh y col. (1988) modificaron la técnica usando 
condiciones alcalinas (pH>13) para desnaturalizar el 
DNA, y detectar así rupturas en las cadenas simples 
y dobles del DNA, sitios ábasicos y álcali lábiles. La 
técnica consiste en el análisis de células individuales 
que son lisadas y sometidas a electroforesis, para 
lograr que el DNA migre hacia el ánodo, semejando 
la cola de un cometa. Las células con el DNA dañado 
muestran colas de cometa mayores que las no 
dañadas (Figura 36). 
El ensayo Cometa se emplea, en general, 
para evaluar in vitro e in vivo la genotoxicidad de 
numerosos agentes químicos o físicos (Vindas y col., 
2004). En el presente trabajo de investigación, 
utilizamos este ensayo para evaluar el daño al DNA 
(ruptura de las cadenas del DNA, daño oxidativo y 
alquilativo) inducido por la NPIP y la NDBA (Capítulo 
II, apartado 4.1 y 4.4), así como para evaluar el 
efecto protector de los OSCs, los ITCs y la vitamina 
C solos o bien de los OSCs o los ITCs en 
combinación con la vitamina C frente al daño al DNA 
inducido por la NPIP o la NDBA (Artículos 3 y 4, y 
Capítulo II, apartado 4.2).  
2.4.1. Procedimiento del Método 
El ensayo Cometa se realizó de acuerdo 
con el protocolo de Olive y col. (1992), aunque para 
una mejor caracterización del origen de la ruptura de 
las cadenas del DNA se utilizaron las enzimas 
formamido-pirimidina-DNA glicosilasa (Fpg), 
endonucleasa III (Endo III) y la 3-metiladenina-DNA 
glicosilasa (AlKa). Las dos primeras enzimas 
reconocen las purinas y las pirimidinas oxidadas 
(Møller y Loft, 2002) respectivamente, y la última, las 
purinas alquiladas (Collins y col., 2001).  
Las células HepG2 se cultivaron en placas 
microtituladoras de 24 pocillos a una densidad de 1,5 
× 105 células/ml de medio de cultivo; tras 24 h de 
incubación, las células se trataron con la NPIP (0,9, 9 
y 44 mM) o la NDBA (0,3, 0,6 y 3 mM) durante otras 
24 h a 37ºC y 5% de CO2 (Figura 37). En el caso de 
los tratamientos simultáneos de las N-nitrosaminas 
con los compuestos quimiopreventivos, tras las 24 h 
de incubación se añadieron a las células HepG2 
distintas concentraciones de los compuestos 
quimiopreventivos a analizar (1, 10 y 50 μM de 
DAS/DPS; 0,1, 1 y 2,5 μM de DADS/DPDS; 0,1, 0,5 
y 1 μM de ITCs; 1, 5 y 10 μM de vitamina C), 
incubándose las placas durante 24 h. Después de la 
incubación, se trataron simultáneamente con la NPIP 
(44 mM) o la NDBA (3 mM) y las correspondientes 
concentraciones de quimiopreventivos durante otras 
24 h. Por último, en los tratamientos simultáneos de 
OSCs o ITCs en combinación con la vitamina C y las  
N-nitrosaminas, al igual que hemos mencionado 
anteriormente, tras 24 h de incubación las células se 
trataron con distintas concentraciones de OSCs o 
ITCs en combinación con la vitamina C (10 μM) y las 
placas se incubaron durante 24 h. Transcurridas las 





Figura 36. Células HepG2 (A) control y (B) tratadas con 
NPIP, al microscopio de fluorescencia, utilizando el 
ensayo Cometa. 
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24 h, las células se trataron simultáneamente con la 
NPIP y la NDBA, y los correspondientes tratamientos 
de OSCs o ITCs en combinación con la vitamina C 
durante 24 h. 
Transcurrido el tratamiento de las células, 
se mezclaron 10 μl de una suspensión de 1,5 × 105 
células con 70 μl de agarosa de bajo punto de fusión 
(LMP) al 0,75% y se extendió la mezcla en unos 
portaobjetos previamente pretratados con agarosa 
LMP al 0,30%, dejándolos secar sobre una bandeja 
de hielo. Tras la solidificación, las células fueron 
lisadas en la oscuridad durante 1 h en un tampón 
salino alcalino (2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 0,01 M Tris, 
1% Triton X-100, pH 10). A continuación, los 
portaobjetos se lavaron 3 veces durante 5 minutos en 
un tampón enzima para la Fpg y la Endo III (0,04 M 
HEPES, 0,1 M KCl, 0,05 mM EDTA, 0,2 mg/ml BSA, 
pH 8) o para la AlKa (0,07 M HEPES KOH, 1 mM 
EDTA, 1 mM β-mercaptoetanol, 5% glicerol, pH 7,6) 
y se incubaron con 30 µl de enzima Fpg, Endo III o 
AlKa (1 μg/ml) durante 30 min a 37ºC en un 
compartimento oscuro y húmedo. Los portaobjetos 
control se incubaron solo con 30 µl de tampón 
enzima. Tras el tratamiento enzimático, los 
portaobjetos se sumergieron en tampón de 
electroforesis (0,3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH 13) 
durante 40 minutos en la oscuridad y a 4ºC. La 
electroforesis se realizó a esta temperatura en una 
cámara de electroforesis horizontal SUB-CELL-GT 
(Bio-Rad) con el mismo tampón durante 30 minutos a 
25 V en la oscuridad. Después de la electroforesis, 
los portaobjetos se neutralizaron con Tris 0,4 M (pH 
7,5) y se fijaron en metanol. A continuación, el DNA 
se tiñó con bromuro de etidio (10 μg/ml) en tampón 
tris acetato EDTA (TAE 1×) durante 5 minutos y se 
observaron en un microscopio de fluorescencia 
(microscopio Axiostar plus, Zeiss) conectado a un 
sistema de análisis de imágenes computerizado 
(Komet 5.5). Los resultados se expresaron como 
Olive Tail Moment (OTM) que se define como el 
producto de la cantidad de DNA de la cola (I) por la 
distancia que hay desde el centro de la cabeza al 
centro de la cola (L) (Figura 37). Se evaluaron las 
imágenes obtenidas de 50 células por cada 
tratamiento.  
L I
OTM= L × I
Tapizado de la placa 1,5 × 105 células/ml 
y tratamientos
1
2 Separación de las células
3 Embeber en agarosa 4 Lisis alcalina, 
1h
5
Incubación con 30 μl de enzima 
(1 μg/ml), 30 min, 37ºC 6 Electroforesis alcalina, 
30 min






9 Migración del DNA fuera del núcleo
 
 
Figura 37. Ensayo Cometa. 
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2.5. Detección de Apoptosis 
Los métodos utilizados en este trabajo de 
investigación para la detección de apoptosis se 
basan en las características morfológicas y 
bioquímicas de este proceso. 
2.5.1. Detección morfológica de apoptosis 
Las características morfológicas de 
apoptosis pueden visualizarse al microscopio de 
fluorescencia utilizando colorantes vitales que se 
unen al DNA (Figura 38). La emisión de una mayor 
intensidad de fluorescencia indica una condensación 
de la cromatina, característica del proceso de 
apoptosis (Roger y col., 1996). Esta técnica, por 
tanto, permite distinguir las células apoptóticas de las 
células viables o de las necróticas, de una forma 
rápida y simple, e incluso diferenciar las diferentes 
fases del proceso apoptótico (Darzynkiewicz, 1994). 
En el presente trabajo de investigación hemos 
utilizado dos colorantes vitales diferentes 
dependiendo de la línea celular objeto de estudio: 
Hoechts 33342 (HL-60) y naranja de acridina 
(HepG2). 
2.5.1.1. Procedimiento del método 
2.5.1.1.1. Línea celular HL-60 
La detección de las células HL-60 
apoptóticas tras el tratamiento con la NPIP y la NDBA 
(Artículo 1) se realizó empleando el colorante vital 
Hoechts 33342 combinado con bromuro de etidio 
(Figura 39). Para ello, las células se dispersaron en 
placas microtituladoras de 6 pocillos (1×106 




Figura 38. Características morfológicas de apoptosis: (A) burbujeo de la membrana o “blebbing”; (B) 
condensación de la cromatina; y (C) formación de cuerpos apoptóticos. 
 




















λex= 355 nmλem= 465 nm
λex= 500 nmλem= 530 nm
 
            
                                   Figura 39.  Detección morfológica de apoptosis en las líneas celulares HL-60 y HepG2. 
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células/ml) y se incubaron con la NPIP (5-20 mM) o 
la NDBA (0,5-10 mM) durante diferentes tiempos (3-
24 h) a 37ºC y un 5% de CO2. Posteriormente, se 
recogieron 1×105 células de cada  tratamiento que se 
tiñeron con Hoechts 33342 (100 µg/ml) + bromuro de 
etidio (25 µg/ml). El bromuro de etidio sólo difunde al 
interior de la célula cuando la membrana plasmática 
pierde su integridad, indicando que la célula está 
necrótica o se encuentra en las etapas tardías de la 
apoptosis. Por tanto, las células necróticas van a 
adquirir un color rosa debido a la unión del bromuro 
de etidio con el DNA, mientras que las células viables 
o apoptóticas emiten una fluorescencia azul por la 
unión del Hoechst 33342 al material nuclear. Las 
células apoptóticas se diferencian de las células 
viables por la morfología del núcleo, que aparecerá 
condensado, fragmentado y con una mayor 
intensidad de la fluorescencia azul (Jerome y Chen, 
2000). Se estudiaron 200 células por cada 
tratamiento diferenciando entre células viables, 
necróticas y apoptóticas. 
2.5.1.1.2. Línea celular HepG2 
La visualización de las células HepG2 
apoptóticas tras el tratamiento con la NPIP y la NDBA 
(Artículo 2) se observó empleando el colorante vital 
naranja de acridina (Figura 39). Para ello, las células 
se dispersaron en placas microtituladoras de 6 
pocillos (1×106 células/ml) y se incubaron con la 
NPIP (10-45 mM) o la NDBA (1-3,5 mM) durante 
diferentes tiempos (3-72 h) a 37ºC y un 5% de CO2. 
Posteriormente, se recogieron 1×105 células de cada  
tratamiento que se tiñeron con naranja de acridina (5 
μg/ml). Este colorante vital se une tanto al DNA 
(fluorescencia verde) como al RNA (fluorescencia 
naranja), pero tiene la particularidad de emitir en 
diferente longitud de onda según el tipo de ácido 
nucleico al que se ha unido (Dobrucki y 
Darzynkiewicz, 2001). Con esta tinción podemos 
identificar fácilmente cambios morfológicos asociados 
a la apoptosis como son: la condensación de la 
cromatina, el burbujeo de la membrana y la 
formación de los cuerpos apoptóticos. Se estudiaron 
200 células por cada tratamiento diferenciando entre 
células viables, necróticas y apoptóticas. 
2.5.2. Cuantificación de apoptosis mediante 
el ensayo Anexina V/IP  
Este ensayo se basa en la afinidad de la 
Anexina V por la fosfatidilserina (FS), considerándose 
uno de los métodos más sensibles para la detección 
de células apoptóticas (Champagne y col., 1999). 
Durante las fases iniciales de la apoptosis se 
producen cambios en la superficie celular, uno de 
éstos es la exposición de la FS. La FS cambia su 
localización de la cara interna a la cara externa de la 
membrana plasmática, y este proceso se puede 
cuantificar mediante citometría de flujo utilizando la 












Figura 40. Detección de la fosfatidilserina (FS) por el 
ensayo Anexina V. 
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Sin embargo, como en las células necróticas la FS se 
encuentra también en la cara externa (Krysco y col., 
2004), este método se puede utilizar para diferenciar 
únicamente las células apoptóticas y las necróticas 
de las células viables, donde la FS se encuentra en 
la cara interna. Por otra parte, la integridad de la 
membrana plasmática se ve comprometida en las 
células necróticas, de manera que al teñirlas con 
ioduro de propidio (IP), éste puede acceder al núcleo 
y unirse al DNA. Por tanto, si la Anexina V conjugada 
con un fluorocromo se utiliza de forma conjunta con 
el IP, se pueden distinguir las células apoptóticas de 
las necróticas y de las viables (Vermes y col., 1995). 
Así, las células viables son negativas para ambas 
tinciones, las células apoptóticas son positivas a la 
Anexina V y negativas al IP, y por último, las células 
necróticas son positivas a ambas tinciones.  
En este trabajo de investigación utilizamos 
el ensayo Anexina V/IP para determinar el porcentaje 
de células HL-60 apoptóticas tras el tratamiento con 
la NPIP y la NDBA (Artículo 1).  
2.5.2.1. Procedimiento del método 
Para la detección y cuantificación de las 
células apoptóticas se utilizó el kit Vibrant Apoptosis 
Assay Kit # 2. Tras el tratamiento de las células HL-
60 (5 × 105 células/pocillo) con la NPIP (5-20 mM) o 
la NDBA  (0,5-2,5 mM) durante 18 y 24 h en placas 
microtituladoras de 6 pocillos, se resuspendieron 1,5 
× 105 células en 100 μl de tampón de unión a 
anexina 1 × (10 mM HEPES, pH 7,4; 140 mM NaCl; 
2,50 mM CaCl2) y se incubaron con 5 μl de Alexa 
Fluor 488 annexin V y 10 μl de IP (10 μg/ml) durante 
15 minutos a temperatura ambiente (Figura 41). 
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con 
400 μl de tampón de unión a anexina 1 × y se 
conservaron en hielo. Se analizaron 10.000 células 
por muestra, utilizando el citómetro de flujo FACS-
Calibur (Becton & Dickinson) y el programa Cell-
Quest del Centro de Microscopía y Citometría de la 
UCM. En la Figura 42 se muestran algunos de los 
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15 min, Tª ambiente
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Figura 42. Diagramas de puntos de las células HL-60 control (A) y 
tratadas con la NPIP a 20 mM durante 18 h (B) y 24 h (C), cuantificadas 
mediante el ensayo Anexina V/IP. 
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2.5.3. Cuantificación de apoptosis mediante 
el método TUNEL 
El método de marcaje de los extremos 3’-
OH libres del DNA (terminal deoxinucleotidyl 
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-nick 
end labeling, TUNEL) está considerado como el más 
sensible y específico para la cuantificación de las 
células apoptóticas, y su diferenciación con las 
necróticas. Este método se basa en la detección de 
la degradación del DNA, biomarcador del proceso de 
apoptosis (Gorczyca y col., 1993). Una vez fijadas y 
permeabilizadas las células, se incuban con la 
mezcla TUNEL que contiene la enzima 
deoxinucleotidil transferasa (TdT) y los nucleótidos 
modificados (dUTP-fluoresceína). Durante este 
período de tiempo, la enzima TdT cataliza la 
incorporación de los dUTP modificados a los 
extremos 3’-OH libres del DNA celular (Figura 43). 
La fluorescencia incorporada en los lugares dañados 
del DNA se cuantifica utilizando un citómetro de flujo.  
En este trabajo de investigación utilizamos 
el método TUNEL para determinar el porcentaje de 
células HL-60 y HepG2 apoptóticas tras el 
tratamiento con la NPIP y la NDBA, así como para 
evaluar la actividad de las caspasas (Artículos 1 y 
2). También, se utilizó para determinar el papel de las 
EROs en el proceso apoptótico (Artículos 1 y 2) y 
finalmente, para evaluar si la vitamina C, el DADS y 
el DPDS inhibían la apoptosis inducida por ambas N-
nitrosaminas (Artículo 5).  
2.5.3.1. Procedimiento del método 
La muerte celular por apoptosis se 
cuantificó empleando el Kit In Situ Cell Death 
Detection, Fluorescein. Las células (3 × 106/pocillo) 
se trataron con la NPIP (5-20 mM en HL-60; 10-45 
mM en HepG2) o la NDBA (0,5-2,5 mM en HL-60; 1-
3,5 mM en HepG2) durante 24, 48 y 72 h en placas 
microtituladoras de 6 pocillos (Figura 44). Tras la 
incubación, las células se lavaron con tampón fosfato 
 
 
Figura 43. Incorporación de los nucleótidos dUTP-
fluoresceína a los extremos 3’-OH libres del DNA por la 
acción de la enzima deoxinucleotidil transferasa (TdT). 
 
Tapizado de la placa 












2% paraformaldehído, 1 h a Tª ambiente
B) Permeabilización
0,1% Triton X-100 en 0,1% de citrato de sodio, 
2 min en hielo
C) Mezcla TUNEL
50 µl de enzima (TdT) y 450 µl de dUTP-







Figura 44. Método TUNEL.   
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salino (PBS) y se fijaron en un 2% de 
paraformaldehído durante una hora a temperatura 
ambiente. A continuación, se lavaron nuevamente 
con PBS y se incubaron con una solución de 
permeabilización (0,1% Triton X-100 en 0,1% de 
citrato de sodio) durante dos minutos en hielo. 
Posteriormente, las células se incubaron con la 
mezcla de reacción TUNEL [50 μl de la solución de 
la enzima (TdT) y 450 μl de la solución de marcaje 
(dUTP-fluoresceína)] durante una hora a 37ºC en la 
oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron con 
PBS, y se mantuvieron en refrigeración. Se 
analizaron 10.000 células por muestra y para ello se 
utilizó el citómetro de flujo FACS-Calibur (Becton & 
Dickinson) y el programa Cell-Quest del Centro de 
Microscopía y Citometría de la UCM. En la Figura 45 
se muestran algunos de los diagramas de puntos de 
los resultados obtenidos.  
Para determinar el papel de las EROs en el 
proceso apoptótico, las células se preincubaron con 
20 mM del antioxidante NAC durante 1 h y, 
posteriormente se añadieron las N-nitrosaminas. En 
los tratamientos combinados con los compuestos 
quimiopreventivos, las células se preincubaron con 
vitamina C (5-50 μM) o DADS (1-5 μM) o DPDS (1-5 
μM) durante 24 h. Transcurrido este periodo de 
incubación, las células se trataron simultáneamente 
con 20 mM (HL-60) y 25 mM (HepG2) de NPIP o con 
2 mM (HL-60) y 2,5 mM (HepG2) de NDBA y las 
concentraciones correspondientes de vitamina C, 
DADS y DPDS durante 72 h.  
2.5.4. Medida de la actividad de las caspasas 
Las caspasas son proteínas clave en la 
transducción y ejecución de la señal apoptótica 
inducida por una gran diversidad de estímulos 
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Para estudiar su 
papel en la apoptosis, se han desarrollado 
inhibidores peptídicos sintéticos de diversa 
especificidad (Figura 46), obtenidos a partir de la 
secuencia de corte presente en los sustratos de las 
diferentes caspasas (Jordán y col., 2000). 
En este trabajo de investigación, utilizamos 
los inhibidores de caspasas irreversibles y 
específicos de la caspasa-3 (Z-DEVD-FMK), de la 
caspasa-6 (Z-VEID-FMK), de la caspasa-8 (Z-IETD-
FMK) y de la caspasa-9 (Z-LEHD-FMK), para 
determinar si estas enzimas estaban implicadas en la 
apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA en las 











Figura 45. Diagramas de puntos de las células HL-60 control (A) y 
tratadas con NPIP a 5 mM (B) y 20 mM (C) durante 48 h, 








Figura 46.  Inhibición de la actividad de las caspasas. 
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2.5.4.1. Procedimiento del método 
Las células HepG2 (3×106/pocillo) se incubaron con 
el inhibidor de caspasas correspondiente (100 μM) y 
las N-nitrosaminas (10 mM de la NPIP ó 2,5 mM de 
la NDBA durante 72 horas) en placas 
microtituladoras de 6 pocillos (Figura 47). 
Posteriormente se recogieron las células y se 
procedió a la determinación del número de células 
apoptóticas mediante el método TUNEL (Capítulo II, 
apartado 2.5.3.1). Se analizaron 10.000 células por 
muestra, utilizando el citómetro de flujo FACS-Calibur 
(Becton & Dickinson) y el programa Cell-Quest del 
Centro de Microscopía y Citometría de la UCM. En la 
Figura 48 se muestran algunos de los diagramas de 
puntos de los resultados obtenidos.  
2.5.5. Análisis de la PARP mediante Western 
Blot 
La enzima poli-(APD-ribosa)-polimerasa 
(PARP) es una proteína nuclear de 116 kDa que se 
activa en respuesta a daños en el DNA generados 
por diferentes agentes genotóxicos. Esta enzima 
tiene como función el bloqueo de la replicación y 
transcripción del material genético dañado y a su vez 
permite la unión de las enzimas de reparación 
(Chatterjee y col. 1999; Oei y col., 2005). Sin 
embargo, durante el proceso apoptótico, la caspasa-
3 corta específicamente la PARP en dos fragmentos 
de 85 y 24 kDa, inactivándola (Figura 49). Esta 
ruptura proteolítica se considera actualmente un 
Tapizado de la placa 











Figura 47.  Medida de la actividad de las caspasas. 
(-)
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Figura 48. Diagramas de puntos de las células HepG2 control 
(A) y tratadas con NDBA a 2,5 mM durante 72 h en ausencia 
(B) o presencia (C) del inhibidor de la caspasa-3, cuantificadas 
mediante el método TUNEL. 
                 






















Figura 49. Actividad de la poli-(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP). 
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marcador de apoptosis dependiente de caspasas 
(Chiarugi, 2002).  
En este trabajo de investigación 
empleamos la técnica del Western blot para detectar 
la ruptura de la PARP en las células HL-60 y HepG2 
tras el tratamiento con la NPIP y la NDBA (Artículos 
1 y 2).  
2.5.5.1. Procedimiento del método 
2.5.5.1.1. Obtención de los extractos 
proteicos 
Tras el tratamiento de las células (20 × 106) 
con la NPIP (5-20 mM en HL-60; 10-45 mM en 
HepG2) o con la NDBA (0,5-2,5 mM en HL-60; 1-3,5 
mM en HepG2) se obtuvieron los extractos proteicos 
correspondientes (Kit de extracción proteica 
Nucbuster) y se determinó la concentración de 
proteína utilizando el Kit Non Interfering Protein 
Assay. Posteriormente, empleamos 30 μg de 
proteína de cada muestra para su análisis por 
Western Blot (Figura 50 A). 
2.5.5.1.2. Electroforesis y transferencia de 
proteínas 
Las muestras proteicas obtenidas se 
resuspendieron en un tampón que contenía Tris-HCl 
(63 mM), pH 6,8, glicerol (10%), 2-mercaptoetanol 
(1%), dodecil sulfato sódico (SDS) (2%) y azul de 
bromofenol (0,025%) y se llevaron a ebullición 
durante 15 minutos. A continuación, las proteínas se 
separaron mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-
PAGE) en un sistema discontinuo. La primera fase de 
la electroforesis se realizó a 69 V durante 1 h y la 
segunda fase a 100 V durante 30 min a temperatura 
ambiente. Terminada la electroforesis, las proteínas 
se transfirieron a una membrana de fluoruro de 
polivinilideno (PVDF) a 119 V durante 1 hora y 15 
minutos en un tampón de transferencia (Tris 25 mM, 
glicina 192 mM, metanol 20%, pH 8,3). Por último, 
para comprobar que la cantidad de proteína era igual 
en todas las muestras, así como la integridad de la 
transferencia, utilizamos el Kit Blot-Fast Stain (Figura 
50 B). 
    
Tratamientos 
NPIP/NDBA2
Obtención de los 
extractos proteicos3
A) Obtención de los extractos proteicos
1 Siembra de células 
(20 × 106)
B) Electroforesis y transferencia de proteínas
4 Geles de poliacrilamida 
SDS-PAGE
5 Tranferencia membrana 
PVDF
119 V, 1h y 15 min
C) Inmunodetección
6 Anticuerpo policlonal
PARP, 1 h en agitación 
y Tª a ambiente
Sistema Bio-Rad
Fluor S
7 Conjugado marcado con 













69 V, 1h 
100 V, 30 min
 
 
Figura 50. Análisis de la PARP mediante Western Blot. 
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2.5.5.1.3. Inmunodetección  
Una vez realizada la transferencia, la 
membrana se mantuvo durante toda la noche en una 
solución de bloqueo (PBS, Tween 0,2% y leche 
desnatada en polvo 10%). A continuación, la 
membrana se incubó con el anticuerpo policlonal 
poli(ADP-ribosa)polimerasa, a la dilución 1:1000 
durante 1 hora, en agitación y a temperatura 
ambiente. Este anticuerpo reconoce tanto la banda 
de 116 kDa como la de 85 KDa que se genera al 
romper la caspasa-3 la PARP (Figura 49). 
Posteriormente, se lavó la membrana tres veces en 
la solución de bloqueo y se incubó con un conjugado 
anti-inmunoglobulinas de ratón obtenidas en cabra y 
marcadas con peroxidasa de rábano (HRP), a la 
dilución 1:3000 durante 1 h, en agitación y a 
temperatura ambiente. Finalizada la incubación, la 
membrana se lavó tres veces en la solución de 
bloqueo y tres veces más con PBS-Tween 0,2%. Por 
último, la detección de las proteínas se realizó 
utilizando el sustrato Supersignal y el analizador de 
quimioluminiscencia Bio-Rad Fluor S. Las 
valoraciones densitométricas de cada proteína se 
determinaron con el software Bio-Rad Quantity One 
(Figura 50 C).  
2.6. Medida de la producción intracelular de 
las EROs: Método del diacetato de 2´,7´-
diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) 
El H2DCFDA es una sonda que se utiliza 
para detectar la actividad oxidativa intracelular. 
Inicialmente, el H2DCFDA se hidroliza por esterasas 
intracelulares a diclorodihidrofluoresceína (H2DCF). 
La H2DCF no puede atravesar la membrana celular 
quedando atrapada en el interior de la célula, siendo 
rápidamente oxidada a dihidrofluoresceína (DCF), 
compuesto de alta fluorescencia, en presencia de las 
EROs. La intensidad resultante es proporcional a la 
concentración intracelular de las EROs (LeBel y col., 
1992; Zhu y col., 1994) (Figura 51). 
El H2DCFDA se utilizó para detectar la 
producción de las EROs inducida por la NPIP y la 
NDBA en las células HL-60 y HepG2 (Artículos 1 y 
2). Asimismo, también se utilizó para evaluar si la 






































Figura 51. Hidrólisis del diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) por esterasas intracelulares a 
diclorodihidrofluoresceína (H2DCF), y su posterior oxidación a dihidrofluoresceína (DCF) en presencia de las EROs.  
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capacidad de atrapar las EROs producidas tras el 
tratamiento con la NPIP y la NDBA (Artículos 1, 2 y 
5).  
2.6.1. Procedimiento del método 
En estos ensayos, las células HL-60 y 
HepG2 (2,5×105 células/pocillo) se cultivaron en 
placas microtituladoras de 24 pocillos con medio de 
cultivo sin fenol rojo ni suero fetal bovino. A 
continuación, las células se trataron con la NPIP (5-
20 mM en HL-60; 10-45 mM en HepG2) o la NDBA 
(0,5-2,5 mM en HL-60; 1-3,5 mM en HepG2) a 
diferentes tiempos de incubación (15 min-24 h) 
(Figura 52). Posteriormente, las células se lavaron 
con PBS, se incubaron durante 30 min con el 
H2DCFDA (10 mM) a 37ºC y se mantuvieron en hielo 
y en la oscuridad hasta su análisis. Se analizaron 
10.000 células por muestra y para ello se utilizó el 
citómetro de flujo FACS-Calibur (Becton & Dickinson) 
y el programa Cell-Quest del Centro de Microscopía y 
Citometría de la UCM. En la Figura 53 se muestran 
algunos de los diagramas de puntos de los 
resultados obtenidos.  
Para evaluar la capacidad de la NAC (20 
mM), la vitamina C (5-50 μM), el DADS (1-5 μM) y el 
DPDS (1-5 μM) de atrapar las EROs inducidas por 
las N-nitrosaminas, las células se preincubaron 
durante 1 h con estos compuestos y posteriormente 
se trataron con las N-nitrosaminas.  
2.7. Microsomas humanos  
Debido a que las células HepG2 presentan 
niveles de expresión muy bajos de la isoforma 
enzimática humana CYP 1A1, en este trabajo de 
investigación utilizamos microsomas de células de 
insecto transfectadas con baculovirus que expresan 
esta isoforma implicada en el metabolismo de la 
NDBA (Artículos 3, 4, y Capítulo II, apartado 4.3 y 
5.1). Además, en un trabajo previo realizado por 
nuestro equipo de investigación (Arranz 2009, Tesis 
Doctoral) se evaluó la actividad de las isoformas 
enzimáticas humanas CYP 2E1 y CYP 2A6 que 
participan en el metabolismo de la NPIP. 
Tapizado de la placa 
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Figura 53. Diagramas de puntos de las células HepG2 
control (A) y tratadas con la NPIP a 25 mM durante 1 h 
(B), cuantificadas mediante el método del diacetato de 
2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA). 
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2.7.1. Procedimiento del método de la O-
deetilación de la 7-etoxiresorufina 
La medida de la actividad del CYP 1A1 se 
realizó por el método de la O-deetilación de la 7-
etoxiresorufina a resorufina (Burke y col., 1985) 
(Figura 54). La mezcla de reacción (2ml) que 
contenía: 2,5 pmol de CYP 1A1, 1,3 mM NADP+, 3,3 
mM glucosa-6-fosfato, 0,4 U/ml glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, 3,3 mM cloruro magnésico, y 1 
mg/ml de la 7-etoxiresorufina en 100 mM de fosfato 
potásico (pH 7,4), y diferentes concentraciones de  
cada uno de los compuestos quimiopreventivos a 
evaluar, se incubó a 37ºC durante 30 minutos. 
Después de la incubación, la actividad del CYP 1A1 
se determinó por fluorescencia (λ= 550 nm de 
excitación y λ= 586 nm de emisión). La cantidad de 
resorufina formada se calculó a partir de una curva 
patrón que contenía cantidades conocidas de este 
compuesto. La α-naftoflavona (Burke y col., 1985) se 
utilizó como un inhibidor específico de la actividad 
enzimática del CYP 1A1. Los resultados se 
expresaron como porcentaje de la actividad 
enzimática (% actividad residual)= A1/A0 × 100, 
donde A1 es la fluorescencia de las muestras que 
contienen los compuestos quimiopreventivos y A0 es 
la fluorescencia del control negativo (mezcla de 
reacción). 
2.8. Análisis estadístico 
Los resultados de esta Tesis Doctoral 
representan la media y el correspondiente error 
estándar de tres ensayos independientes (cada uno 
de ellos por triplicado). La comparación estadística se 
realizó con la t- de Student y se consideraron 
diferencias significativas cuando sus medias 
mostraron una p ≤ 0,05. Para el análisis de los datos 




Mezcla de Reacción (2 ml)
2,5 pmol de CYP1A1, 1,3 mM 
NADP+, 3,3 mM glucosa-6-fosfato, 
0,4 U/ml glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, 3,3 mM cloruro 
magnésico, y 1 mg/ml de 7-
etoxiresorufina en 100 mM de 
fosfato potásico (pH 7,4) 
Quimiopreventivos
DAS, DADS, DPS, DPDS PEITC, 




(λex= 550 nm y λem= 586 nm)
 
 
Figura 54. Método de la O-deetilación de la 7-etoxiresorufina.  
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
____________________________________________________________________________________ 
 - 98 -
 









3. ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN 
  - 100 -
ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN 
____________________________________________________________________________________ 
 - 101 -
Esta tesis está basada en los siguientes artículos originales:  
1. García A, Morales P, Arranz N, Delgado ME, Rafter J y Haza AI. 2008. Induction of apoptosis 
and reactive oxygen species production by N-nitrosopiperidine and N-nitrosodibutylamine in 
human leukemia cells. J Appl Toxicol 28, 455-465. 
2. García A, Morales P, Rafter J y Haza AI. 2009. N-nitrosopiperidine and N-nitrosodibutylamine 
induce apoptosis in HepG2 cells via the caspase dependent pathway. Cell Biol Int 33, 1280-1286. 
3. García A, Haza AI, Arranz N, Delgado ME, Rafter J y Morales P. 2008. Organosulfur compounds 
alone or in combination with vitamin C protect towards N-nitrosopiperidine- and N-
nitrosodibutylamine-induced oxidative DNA damage in HepG2 cells. Chem Biol Interact 173, 9-18. 
4. García A, Haza AI, Arranz N, Rafter J y Morales P. 2008. Protective effects of isothiocyanates 
alone or in combination with vitamin C towards N-nitrosodibutylamine or N-nitrosopiperidine-
induced oxidative DNA damage in single-cell gel electrophoresis (SCGE)/HepG2 assay. J Appl 
Toxicol 28, 196-204. 
5. García A, Morales P, Arranz N, Delgado ME, Rafter J y Haza AI. 2009. Antiapoptotic effects of 
dietary antioxidants towards N-nitrosopiperidine and N-nitrosodibutylamine-induced apoptosis in 
HL-60 and HepG2 cells. J App Toxicol 29, 403-413. 
ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN 
____________________________________________________________________________________ 
 - 102 -










4. OTROS RESULTADOS 
  - 104 -
OTROS RESULTADOS 
____________________________________________________________________________________ 
 - 105 -
4.1. Daño al DNA (ruptura de las cadenas del 
DNA y oxidación de las purinas) inducido por 
la NPIP y la NDBA 
La Figura 55 muestra la ruptura de las 
cadenas del DNA y la oxidación de las bases púricas 
inducida por la NPIP y la NDBA en las células 
HepG2, utilizando el ensayo Cometa. Nuestros 
resultados indican que la oxidación de las purinas en 
las células HepG2 aumentó al incrementarse la 
concentración de ambas N-nitrosaminas en 
presencia de la enzima Fpg. Además, el OTM hallado 
en las células expuestas a la NPIP o a la NDBA e 
incubadas con la enzima Fpg fue superior al de las 
células no expuestas a la Fpg. El OTM de las células 
HepG2 tratadas con NPIP (0,9-44 mM) en presencia 
de la enzima Fpg fue de 1,45 ± 0,4 y de 4 ± 0,46 UA, 
respectivamente. La oxidación de las purinas en las 
células expuestas a la NDBA e incubadas con la 
enzima Fpg se observó a concentraciones de 0,3 a 3 
mM (OTM 1,34 ± 0,8 y 1,84 ± 0,64 UA, 
respectivamente).  
4.2. Efecto protector de la vitamina C frente 
al daño oxidativo al DNA inducido por la 
NPIP y la NDBA 
En los tratamientos simultáneos de N-
nitrosaminas y vitamina C, las células HepG2 se 
incubaron siempre en presencia de la enzima Fpg. La 
Figura 56 muestra el efecto protector de la vitamina 
C frente a la oxidación de las purinas inducida por la 
NPIP (44 mM) o por la NDBA (3 mM). A las 
concentraciones de 1 y 5 μM, la vitamina C mostró 
un débil efecto protector frente a la formación de las 
bases púricas oxidadas inducidas por la NPIP (3-
55%) y por la NDBA (12-14%). Sin embargo, la 
concentración más alta de vitamina C (10 μM) redujo 
drásticamente la oxidación de las purinas inducidas 
por la NPIP y por la NDBA (80 y 94%, 
respectivamente). 
4.3. Inhibición de la actividad enzimática del 
CYP 1A1 por la vitamina C 
La Figura 57 muestra el efecto de la 
vitamina C en la actividad de la 7-etoxiresorufina O-
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Figura 55. Ruptura de las cadenas del DNA y oxidación de las 
purinas inducida por la NPIP (A) y la NDBA (B) en células de 
hepatoma humano (HepG2) incubadas en ausencia (■) o presencia 
(♦) de la enzima Fpg. Los asteriscos indican diferencias 
significativas con respecto al control (C0) *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01 y 
* p ≤ 0,05.  
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Figura 56. Efecto protector de la vitamina C frente al daño oxidativo 
inducido por la NPIP (A) y la NDBA (B) en células de hepatoma 
humano (HepG2). C1, células HepG2 tratadas con N-nitrosaminas 
en presencia de la enzima Fpg.  Células HepG2 tratadas con N-
nitrosaminas y vitamina C en presencia de la Fpg. Los asteriscos 
indican diferencias significativas con respecto al control ** p ≤ 0,01 y 
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deetilasa (CYP 1A1). Nuestros resultados mostraron 
que la actividad del CYP 1A1 se redujo débilmente 
por la vitamina C a todas las concentraciones 
analizadas (1, 5 y 10 μM, 15, 17 y 19%; 
respectivamente).  
Los resultados descritos en los apartados 
4.1., 4.2. y 4.3. se encuentran publicados en Arranz 
N, Haza AI, García A, Rafter J y Morales P. 2007. 
Protective effect of vitamin C towards N-nitrosamine-
induced DNA damage in the single-cell gel 
electrophoresis (SCGE)/HepG2 assay. Toxicol In 
Vitro 21, 1311-1317.  
 
4.4. Daño al DNA (ruptura de las cadenas del 
DNA, oxidación de las pirimidinas y 
alquilación de las purinas) inducido por la 
NPIP y la NDBA 
La ruptura de las cadenas del DNA, así 
como la oxidación de las bases pirimidínicas y la 
alquilación de las bases púricas inducida por la NPIP 
y la NDBA en las células HepG2, y utilizando el 
ensayo Cometa, se muestra en la Figura 58. En 
ausencia de las enzimas Endo III o AlKa no se 
observó una ruptura de las cadenas del DNA 
significativa tras el tratamiento con ambas N-
nitrosaminas. Sin embargo, la oxidación de las 
pirimidinas y la alquilación de las purinas en las 
células HepG2 aumentó al incrementarse la 
concentración de la NPIP o de la NDBA en presencia 
de las enzimas Endo III y AlKa, respectivamente. 
Además, tanto la NPIP (44 mM) como la NDBA (3 
mM) resultaron más alquilativas (OTM 20,48 ± 3,24 y 
15,75 ± 1,37 UA, respectivamente) que oxidativas 
(OTM  7,68 ± 2,23 y  2,30 ± 0,65 UA, 
respectivamente).  
Estos resultados se encuentran publicados 
en García A, Haza AI, Arranz N, Delgado E y Morales 
P. 2008. Efecto protector de compuestos 
organosulfurados, isotiocianatos y vitamina C frente 
al  daño  oxidativo  y  alquilativo  al  DNA  inducido 
por N-nitrosaminas. Alimentaria 391, 104-105.
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Figura 57. Efecto de la vitamina C en la actividad de la 7-
etoxiresorufina O-deetilasa (CYP 1A1). Los asteriscos indican 





Figura 58. Ruptura de las cadenas del DNA, oxidación de las 
pirimidínas y alquilación de las purinas inducida por la (A) NPIP,  
 9 mM,  44 mM y (B) NDBA,  0,3 mM,  3 mM en 
células de hepatoma humano (HepG2).  Células HepG2 sin 
tratar. Los asteriscos indican diferencias significativas con 
respecto al control *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01 y * p ≤0,05. 
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5. OTROS RESULTADOS NO PUBLICADOS 
5.1. Inhibición de la actividad enzimática del 
CYP 1A1 por el AITC  
El efecto del AITC en la actividad de la 7-
etoxiresorufina O-deetilasa (CYP 1A1) se muestra en 
la Figura 59. Los resultados obtenidos indican que la 
actividad del CYP 1A1 se redujo significativamente 
por la acción del AITC a todas las concentraciones 
analizadas (0,1-1 μM), mostrando la máxima 
inhibición a la menor concentración (0,1 μM, 58%).  
5.2. Efecto de la NPIP y de la NDBA en la 
viabilidad de las células HepG2  
El efecto de la NPIP y de la NDBA en la 
viabilidad de las células HepG2 se determinó 
utilizando el método colorimétrico MTT (Figura 60). 
El rango de concentraciones empleadas fue de 1 a 
45 mM durante 6, 18 y 24 h. Nuestros resultados 
mostraron que la incubación de las células durante 6 
y 18 h con la NPIP no inhibía significativamente la 
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Figura 59. Efecto del AITC en la actividad de la 7-etoxiresorufina 
O-deetilasa (CYP 1A1). Los asteriscos indican diferencias 
significativas con respecto al control *** p ≤ 0,001 y ** p ≤ 0,01. 
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Figura 60. Efecto de la NPIP (A) y de la NDBA (B) en la viabilidad de las células HepG2 empleando el método MTT. Las 
células se cultivaron con diferentes concentraciones de las N-nitrosaminas durante 6 (     ), 18 (    ) y 24 (    ) h. C0, células 
HepG2 sin tratar. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control: * p ≤ 0,05 y *** p ≤ 0,001. 
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supervivencia celular, respectivamente). No obstante, 
al aumentar el período de incubación a 24 h, todas 
las concentraciones analizadas de NPIP (1-45 mM) 
mostraron una ligera inhibición de la viabilidad de las 
células HepG2 (80-75% de supervivencia celular, 
respectivamente) (Figura 60 A).  
Sin embargo, el tratamiento de las células 
HepG2 con 25 y 45 mM de NDBA (Figura 60 B) 
durante 18 h (6 y 5% de supervivencia celular, 
respectivamente) y 24 h (5 y 4% de supervivencia 
celular, respectivamente) de incubación redujo la 
viabilidad drásticamente. 
5.3. Análisis de los cambios morfológicos 
inducidos por la NPIP y la NDBA en las 
células HepG2 
Con el objeto de determinar si la inhibición 
de la viabilidad celular por las N-nitrosaminas era 
debida a la inducción de apoptosis, estudiamos la 
morfología celular. Para ello, las células HepG2 se 
trataron con la NPIP (10-45 mM) o la NDBA (1-3,5 
mM) a diferentes tiempos de incubación (3-72 h) y, a 
continuación, las características morfológicas de 
apoptosis, como la condensación de la cromatina y la 
formación de cuerpos apoptóticos, se visualizaron al 
microscopio de fluorescencia, utilizando el colorante 
vital naranja de acridina.  
Como se observa en la Tabla 11 el 
porcentaje de células HepG2 apoptóticas alcanzó 
aproximadamente un 30% tras el tratamiento con 10 
y 25 mM de NPIP a las 24, 48 y 72 h de incubación. 
La concentración más elevada de NPIP (45 mM) 
indujo un 48% de células apoptóticas tras 24 h de 
tratamiento, aumentando hasta un 91% a las 72 h. El 
porcentaje de células apoptóticas obtenido tras el 
tratamiento con la NDBA aumentó con el incremento 
de la concentración y el tiempo de incubación. Así, 
tras 3 h de incubación a la concentración de 3,5 mM 
de NDBA, se alcanzó un 52% de células apoptóticas 
y a las 18 h observamos la formación de múltiples 
cuerpos apoptóticos (81% de células apoptóticas). 
 
Tabla 11. Efecto de la NPIP y de la NDBA en la apoptosis de las células HepG2 empleando el colorante vital naranja de acridina. 
 
 % células apoptóticas    % células apoptóticas 
 Concentración de NPIP (mM)    Concentración de NDBA (mM) 
Tratamientos (h) Control b 10 25 45  Tratamientos (h) Control b 1 2,5 3,5 
24 10 ± 2,2 27 ± 3,4 a 27 ± 5,2 a 48 ± 2,9 a  3 6 ± 1,7  26 ± 3,4 a 47 ± 2,9 a 52 ± 6,2 a 
48 15 ± 2,8 28 ± 4,2 a 32 ± 6,2 a 84 ± 12,4 a  6 8 ± 1,9  27 ± 6,1 a 53 ± 3,3 a 72 ± 7,8 a 
72 17 ± 2,2 30 ± 2,5 a 36 ± 8,5 a 91 ± 9,7 a  18 9 ± 1,8  27 ± 3,1 a 57 ± 2,9 a 81 ± 8,2 a 
 a Indica diferencias significativas con respecto al control p ≤ 0,001. 
b Células HepG2 sin tratar con N-nitrosaminas.  
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6.1. Daño al DNA (ruptura de las cadenas del 
DNA, daño oxidativo y alquilativo) inducido 
por la NPIP y la NDBA 
Las N-nitrosaminas constituyen un grupo 
de compuestos citotóxicos, mutagénicos y 
genotóxicos indirectos, es decir, necesitan un 
sistema de activación metabólica para poder 
desarrollar su actividad tóxica, mutagénica y 
cancerígena a nivel celular. Este proceso de 
biotransformación, llevado a cabo por las isoformas 
enzimáticas del CYP450, es preciso para generar 
metabolitos alquilantes electrofílicos que reaccionan 
con el DNA y con otras macromoléculas celulares. 
Sin embargo, la aparición de rupturas de la cadena 
doble y sencilla del DNA, sitios alcali lábiles así como 
sitios abásicos podrían ser resultado también de la 
acción de las EROs que aumentan durante el 
metabolismo celular de las N-nitrosaminas 
(Robichová y col., 2004 a; Beda y Nedospasov, 
2007).  
La mayor parte de los ensayos 
experimentales para identificar posibles compuestos 
mutagénicos y carcinogénicos en humanos estudian 
los efectos biológicos que resultan como 
consecuencia del daño al DNA (formación de 
micronúcleos, mutaciones, aberraciones 
cromosómicas, etc.). Sin embargo, en los últimos 
años se han desarrollado técnicas para la detección 
directa de daños al DNA, y uno de los avances más 
recientes es la electroforesis alcalina de células 
individuales o ensayo Cometa. Sasaki y col. (2000) 
confirman que este método de genotoxicidad es la 
herramienta más útil en la actualidad para prever la 
carcinogenicidad provocada por compuestos 
genotóxicos, tales como las N-nitrosaminas. 
Para determinar si las N-nitrosaminas 
inducen daño al DNA, analizamos si la NPIP y la 
NDBA provocan la ruptura de las cadenas del DNA, 
un daño oxidativo (oxidación de purinas y pirimidinas) 
y un daño alquilativo (alquilación de purinas) al DNA 
en las células HepG2. La Figura 55 y la Figura 58 
(Capitulo II, apartados 4.1 y 4.4) muestran que en 
ausencia de las enzimas Fpg, Endo III o AlKa, la 
NPIP (0,9-44 mM) y la NDBA (0,3-3 mM) no 
indujeron una ruptura de las cadenas del DNA 
significativa. Sin embargo, cuando las células HepG2 
se trataron con las N-nitrosaminas y se incubaron en 
presencia de la enzima Fpg, Endo III o AlKa, se 
observó un elevado incremento en el daño oxidativo 
y alquilativo del DNA. Como era previsible, la NPIP 
(44 mM) y la NDBA (3 mM) indujeron un daño 
alquilativo en las bases púricas (OTM 20,48 ± 3,24 y 
15,75 ± 1,37 UA, respectivamente) mayor que el 
daño oxidativo en las purinas (4 ± 0,46 y 1,84 ± 0,64 
UA, respectivamente) y en las pirimidinas (OTM  7,68 
± 2,23 y  2,30 ± 0,65 UA, respectivamente). Además, 
la NDBA resultó menos alquilativa que la NPIP. Estos 
resultados coinciden con los obtenidos por otros 
autores (Shu y Hollenberg, 1997), en los que se 
observa que los metabolitos electrofílicos resultantes 
de la bioactivación de la NDBA alquilan 
preferentemente proteínas en lugar del DNA, 
posiblemente debido al elevado peso molecular de 
estos intermediarios reactivos. 
A pesar de que la NPIP y la NDBA son 
agentes predominantemente alquilantes, tal y como 
muestran nuestros resultados, en el presente trabajo 
de investigación hemos demostrado que la NPIP y la 
NDBA inducen también un daño oxidativo al DNA de 
las células HepG2, siendo ésta una de las 
aportaciones originales de esta tesis. Por tanto, la 
NPIP y la NDBA pueden inducir también un 
desequilibrio oxidativo en la célula, promoviendo la 
formación de las EROs, y contribuyendo al efecto 
genotóxico de las mismas. En cambio, otros 
reconocidos carcinógenos de la dieta, aunque dañan 
al DNA, no son capaces de inducir un daño oxidativo 
al mismo, como es el caso de ciertas aminas 
heterocíclicas. Wu y col. (2004) no detectaron ni la 
oxidación de las purinas ni de las pirimidinas en 
linfocitos humanos tratados con la PhIP o con la 3-
amino-1-metil-5H-pirido(4,3-b)indol (Trp-P-2). Por 
tanto, el daño al DNA generado por la PhIP o la Trp-
P-2 no estaría relacionado con la producción 
intracelular de las EROs. Además, nuestro estudio 
muestra que los niveles de las pirimidinas oxidadas 
fueron superiores a los de las purinas tras el 
tratamiento con la NPIP (OTM 7,68 ± 2,23 y 4 ± 0,46 
UA, respectivamente) o con la NDBA (OTM 2,30 ± 
0,65 y 1,84 ± 0,64 UA, respectivamente). Otros 
autores (Gábelová y col., 1998; Wang y col., 2006) 
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han observado también ligeras diferencias en la 
oxidación de las bases púricas y pirimidínicas del 
DNA tras el tratamiento con carcinógenos 
estructuralmente relacionados (el 4-aminobifenil y su 
análogo, el 2-aminobifenil; los HAPs). Esto puede ser 
debido a las diferencias en la activación metabólica 
de estos carcinógenos, dando lugar a daños en el 
DNA de distinta naturaleza o al menos en diferente 
grado. 
En cuanto al rango de concentraciones 
evaluadas, observamos que la NDBA provocó el 
mayor daño oxidativo y alquilativo al DNA a la 
concentración de 3 mM, mientras que la NPIP 
necesitó dosis más elevadas (9-44 mM) (Figura 55 y 
Figura 58). De acuerdo con nuestros resultados, 
Martelli y col. (1998) comprobaron que la NDBA 
ejercía su efecto genotóxico a concentraciones (1 
mM) inferiores que la NPIP (1-3,2 mM), empleando la 
técnica de elución alcalina en hepatocitos humanos. 
Murdok y col. (2004), usando el ensayo Cometa, 
evaluaron el daño al DNA inducido por la NPIP en 
dos líneas celulares pancreáticas, la BRIN BD11 y la 
INS-1 y sus respectivas líneas transfectadas, la BRIN 
BD11h2E1 y la INS-1h2E1, las cuales expresan la 
isoforma enzimática CYP 2E1. Tras la incubación con 
la NPIP a dosis superiores a 10 mM observaron un 
aumento en el daño al DNA, en ambos tipos de 
líneas celulares.  
Estudios previos llevados a cabo en 
nuestro laboratorio (Arranz y col., 2007 a; García y 
col., 2008) han demostrado que otras N-nitrosaminas 
presentes de forma habitual en los alimentos, como 
la NDMA y la NPYR, son también capaces de 
provocar daño oxidativo y alquilativo al DNA en las 
células HepG2. Así, la NDMA fue la N-nitrosamina 
que requirió la concentración más elevada (27 mM) 
para aumentar significativamente el daño oxidativo y 
alquilativo al DNA. Mientras que las dosis necesarias 
para inducir un daño oxidativo y alquilativo al DNA 
fueron significativamente menores en el caso de la 
NPYR (5 mM), de la NPIP (9 mM) y de la NDBA (3 
mM). Otros autores han observado también que la 
NDMA necesita concentraciones muy elevadas para 
ser genotóxica en líneas celulares de hepatoma 
humano y en cultivos primarios de hepatocitos 
(Brambilla-Campart y col., 1989; Valentin-Severin y 
col., 2003). Uhl y col (2000) y Valentin Severin y col. 
(2003) confirmaron que la NDMA fue el compuesto 
menos genotóxico de un panel de diez compuestos 
evaluados con el ensayo Cometa y en células 
HepG2. Estos resultados también corroboran 
estudios preliminares realizados por nuestro equipo 
de trabajo, en los que se evaluó la actividad 
mutagénica de las N-nitrosaminas (Ikken y col., 
1998). La NDMA mostró una actividad mutagénica a 
concentraciones más elevadas que la NPYR, la NPIP 
y la NDBA.  
6.2. Inducción de apoptosis por la NPIP y la 
NDBA 
Numerosos estudios han demostrado que 
los compuestos carcinogénicos presentes en la dieta  
(compuestos N-nitroso, aminas heterocíclicas, HAPs) 
inducen apoptosis y, por está razón están recibiendo 
mucho interés en los últimos años (Lin y col., 1999; 
Hashimoto y col., 2004; Landvik y col., 2007). En este 
sentido, la apoptosis inducida por estos carcinógenos 
parece tener un papel importante en la aparición y en 
el desarrollo del cáncer. Como ya hemos 
mencionado, la apoptosis en las células expuestas a 
compuestos carcinogénicos permite la eliminación de 
aquellas que tienen seriamente dañado su DNA. Sin 
embargo, también puede promover, en las células de 
alrededor con un daño menor, supervivencia y 
proliferación, dando lugar a una selección de células 
preneoplásicas con una tasa de mutaciones alta. La 
selección de estas células cancerosas va ser clave 
en las fases de promoción y progresión del cáncer 
(Holme y col., 2007).  
Entre los compuestos N-nitroso más 
representativos se encuentran las N-nitrosaminas, 
carcinógenos presentes en los alimentos que poseen 
una elevada actividad genotóxica. Sin embargo, 
existen muy pocos estudios sobre el efecto 
apoptótico de estos compuestos. La inducción de 
apoptosis por la NDMA y la NPYR ya ha sido 
demostrada en nuestro laboratorio (Arranz 2009, 
Tesis Doctoral). En este trabajo ampliamos los 
estudios a otras dos N-nitrosaminas,, la NPIP y la 
NDBA, de las que no existe ninguna referencia al 
respecto. Las N-nitrosaminas inducen apoptosis a 
través de la producción de compuestos 
intermediarios reactivos durante su activación 
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metabólica por el CYP450 (Lin y col., 1999). En la 
especie humana, las diferentes isoformas 
enzimáticas del CYP450 están distribuidas por todo 
el organismo aunque el hígado es el órgano con una 
mayor expresión de estas enzimas. De esta forma, 
los reactivos intermediarios generados en el hígado 
se unen covalentemente al DNA de los hepatocitos, 
formando aductos del tipo O6 metilguanina (O6meG). 
Reh y col. (2000) observaron que existe una 
asociación significativa entre la exposición a la NPIP 
y a la NDBA y la presencia de O6meG en el DNA. 
Estos aductos inducen a su vez la expresión del gen 
p53, la activación de las proteasas y de las 
endonucleasas que catalizan la degradación del DNA 
en sitios internucleosomales, conduciendo a la 
muerte celular por apoptosis (Thompson, 1995; Roos 
y col., 2004). En el presente trabajo de investigación 
seleccionamos la línea celular HepG2 para evaluar la 
inducción de apoptosis por la NPIP y la NDBA. Las 
células HepG2 proceden de un carcinoma 
hepatocelular humano y poseen la capacidad de 
proliferar en cultivo adherente y de expresar las 
enzimas del CYP450. Por estas propiedades, han 
sido utilizadas en muchos estudios in vitro para 
caracterizar la apoptosis celular (Matsuda y col., 
2002; Kim y col., 2006 b), y en concreto para 
determinar el efecto apoptótico de ciertos 
hepatocarcinógenos (Panaretakis y col., 2001; Chen 
y col., 2003). 
Asimismo, los metabolitos reactivos 
generados durante la bioactivación de las N-
nitrosaminas pueden alquilar también el DNA de 
otras células, como los leucocitos, cuando la sangre 
circula a través del hígado (Mirvish, 1995). Estudios 
epidemiológicos muestran que en ciertas 
ocupaciones laborales donde la presencia de las N-
nitrosaminas es muy elevada (por ejemplo en la 
industria de la goma) el riesgo de padecer leucemia 
es alto (Spiegelhalder y Preussmann, 1983; Straif y 
col., 2000). Recientemente, se ha asociado la 
exposición a nitritos y a N-nitrosaminas procedentes 
de la dieta con el desarrollo de leucemia aguda en 
niños (Liu y col., 2006). Por tanto, en este estudio 
utilizamos también la línea derivada de leucemia 
humana HL-60. Las células HL-60 crecen en 
suspensión y se utilizan como modelo para estudiar 
la inducción de apoptosis (Holme y col., 1997) y, al 
igual que las células HepG2, expresan las enzimas 
del metabolismo celular (Nagai y col., 2002).  
Para la detección y cuantificación de la 
apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA en las 
líneas celulares HL-60 y HepG2 hemos empleado 
una gran variedad de métodos analíticos. La 
apoptosis es un proceso dinámico en el cual la célula 
presenta distintas características morfológicas y 
bioquímicas dependiendo del momento en el que se 
encuentre. Esto permite disponer de diferentes 
“marcadores”, aunque no todos están presentes en 
las diferentes líneas celulares ni tampoco son 
exclusivos de este proceso. Por este motivo y para 
evitar errores en la detección de la apoptosis se 
recomienda la utilización de dos o más técnicas 
(Leite y col., 1999; Gómez-Lechón y col., 2002). 
Además, es necesario considerar otros aspectos 
como el momento en el que se producen estos 
cambios morfológicos o bioquímicos (tempranos o 
tardíos), su duración o el nivel de detección (célula 
individual o población celular). Así, en este trabajo 
hemos empleado los siguientes métodos: (i) 
Microscopía de fluorescencia utilizando colorantes 
vitales como el Hoechst 33342 más bromuro de etidio 
y el naranja de acridina para estudiar la 
condensación de la cromatina, (ii) Citometría de flujo 
para detectar la exposición de la fosfatidilserina (FS) 
(ensayo Anexina V/IP), la degradación del DNA 
(método TUNEL) y la actividad de las caspasas, y (iii) 
Western Blot para visualizar la ruptura de la enzima 
PARP. 
Con el fin de seleccionar las 
concentraciones y los tiempos de incubación 
adecuados para estos estudios, evaluamos en primer 
lugar el efecto de las N-nitrosaminas en la viabilidad 
celular, utilizando el método MTT. Tras 72 h de 
incubación, la NPIP a concentraciones superiores a 
2,5 mM redujo significativamente la viabilidad de las 
células HL-60 (5, 10 y 20 mM; 76%, 63% y 58% de 
supervivencia celular, respectivamente) (Figura 1 A, 
artículo 1). Todas las concentraciones analizadas de 
NPIP (1-45 mM) inhibieron ligeramente la viabilidad 
de las células HepG2 (80-75% de supervivencia 
celular, respectivamente) (Figura 60, Capitulo II, 
apartado 5.2). Como muestran las Figura 1 B 
(Artículo 1) y Figura 60 B (Capitulo II, apartado 
5.2), la NDBA disminuyó significativamente la 
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viabilidad de las células HL-60 (20 mM) y HepG2 (25 
mM) tras 18 (10 y 6% de supervivencia celular, 
respectivamente) y 24 h de exposición (6% y 5% de 
supervivencia celular, respectivamente). Por tanto, el 
efecto citotóxico de la NDBA fue más pronunciado en 
ambas líneas celulares. Estos resultados confirman 
los obtenidos en un estudio previo realizado por 
nuestro laboratorio, en el que se evaluó también el 
efecto citotóxico de las N-nitrosaminas en células 
Vero (células de riñón de mono verde africano), 
utilizando el método MTT (Zabala 2002, Tesis 
Doctoral). La NDBA mostró una actividad citotóxica 
mayor a concentraciones más bajas (6 mM; 77% de 
supervivencia celular) que la NPIP (10 mM; 76%), la 
NPYR (10 mM, 78%) y la NDMA (13 mM; 81%).  
A continuación y para determinar si el daño 
citotóxico ejercido por la NPIP y la NDBA era debido 
a la inducción de apoptosis, utilizamos la microscopía 
de fluorescencia. El examen al microscopio de 
fluorescencia, nos permitió observar en ambas líneas 
celulares las características morfológicas de 
apoptosis, tales como la condensación de la 
cromatina y la formación de los cuerpos apoptóticos 
(Figura 2, artículo 1; Figura 1, articulo 2). El 
porcentaje de células apoptóticas aumentó con el 
incremento de la concentración y el tiempo de 
incubación. La línea celular HepG2 (Tabla 11, 
Capitulo II, apartado 5.2) fue más resistente que la 
línea celular HL-60 (Tabla 1, artículo 1) a la 
inducción de apoptosis por la NPIP y la NDBA. Tras 
72 h de tratamiento con una concentración de 45 mM 
de NPIP se alcanzaron un 91% de células HepG2 
apoptóticas, mientras que sólo fueron necesarias 24 
h de incubación y una concentración de 20 mM para 
obtener un 96% de células HL-60 apoptóticas. 
Además, la NDBA mostró un mayor efecto apoptótico 
que la NPIP en ambas líneas celulares ya que se 
necesitaron concentraciones menores y tratamientos 
más cortos para obtener porcentajes elevados de 
células apoptóticas (2,5 mM, 18 h, 94% de células 
HL-60 apoptóticas; 3,5 mM, 18 h, 81% de células 
HepG2 apoptóticas).  
La microscopía de fluorescencia es una 
técnica rápida y económica, ampliamente utilizada 
para determinar la inducción de apoptosis (Jablonski 
y col., 2001; Solhaug y col., 2004). Sin embargo, 
presenta una serie de inconvenientes: es altamente 
cualitativa, subjetiva a la capacidad del investigador 
en cuanto a la observación y detección, y el tiempo 
del ensayo es limitado (cuando los cambios 
morfológicos son máximos) (Haza y col., 2000). Una 
técnica más actual y fiable para la detección de la 
apoptosis es la citometría de flujo. La citometría de 
flujo determina dos tipos de propiedades celulares, 
las intrínsecas, que son aquellas que podemos medir 
sin necesidad de añadir fluorocromos, como pueden 
ser el tamaño o la granularidad, y las extrínsecas, 
como la medición de la exposición de la FS o la 
degradación del DNA, que precisan de la adición de 
un fluorocromo. Además, los principios en los que se 
basa esta técnica no son complicados. Una 
suspensión de células convenientemente procesada 
y teñida con fluorocromos, se inyecta en la cámara 
del citómetro de flujo. Las células de la muestra 
atraviesan de forma individual y sucesiva esta 
cámara e interaccionan físicamente con un haz de 
luz monocromática. La excitación de los fluorocromos 
en el punto de interacción entre la célula y el haz 
lumínico da lugar a la emisión de una luz de longitud 
de onda superior a la incidente. Esta señal es 
procesada por un ordenador y nos permite efectuar el 
análisis de la muestra. Las ventajas que proporciona 
la citometría de flujo frente a otros métodos que 
emplean fluorocromos incluyen la objetividad y la 
elevada sensibilidad, ya que permite el análisis 
individual y cuantitativo de un gran número de células 
en un corto periodo de tiempo (Vermes y col., 2000). 
Las desventajas y limitaciones son los altos costes 
de instrumentalización y la incapacidad de visualizar 
las células que estamos analizando.  
La citometría de flujo se ha utilizado en este 
estudio para detectar (i) la exposición de la FS 
mediante el ensayo Anexina V/IP en la línea celular 
HL-60 y (ii) la degradación del DNA mediante el 
método TUNEL en las líneas celulares HL-60 y 
HepG2, tras la incubación con la NPIP y la NDBA. El 
ensayo Anexina V/IP se ha empleado únicamente en 
la línea celular HL-60, puesto que su uso en células 
adherentes como las HepG2 se considera poco fiable 
y no está recomendado. Esto se debe a que los 
tratamientos empleados para el desprendimiento de 
las células adherentes, como la tripsinización, 
aumentan el porcentaje de células positivas a la 
Anexina V y generan, por tanto, errores en la 
cuantificación de la apoptosis (Zamai y col., 2001). La 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
____________________________________________________________________________________ 
 - 117 -
exposición de la FS en la cara externa de la 
membrana celular se produce sólo en los estadíos 
tempranos o intermedios del proceso apoptótico, 
previamente a otros eventos celulares como la 
degradación del DNA, por lo que se considera un 
marcador temprano de apoptosis (O´Brien y col., 
1997; Chan y col., 1998; Akiyama y col., 1999). Sin 
embargo, este método presenta el inconveniente de 
no diferenciar las células apoptóticas tardías, en las 
que la integridad de la membrana celular está 
comprometida, de las células necróticas. Por está 
razón, utilizamos también el método TUNEL, el más 
sensible y específico hasta el momento, para la 
detección de la apoptosis en ambas líneas celulares. 
Está técnica detecta la degradación del DNA, 
biomarcador del proceso apoptótico (Gorczyca y col., 
1993), y permite por tanto diferenciar las células 
apoptóticas tardías de las necróticas. 
La Figura 3 (Artículo 1) muestra que la 
exposición de la FS en las células HL-60 comenzó a 
las 18 h de tratamiento con la NPIP (5-20 mM) o la 
NDBA (0,5-2,5 mM), y aumentó progresivamente en 
las 6 h posteriores de incubación. Así, el mayor 
aumento en el número de células HL-60 apoptóticas 
se produjo tras 24 h de incubación con 20 mM de 
NPIP (53%) (Figura 3 A) y 2,5 mM de NDBA (73%) 
(Figura 3 B). En cambio, fue necesario aumentar el 
período de incubación con las N-nitrosaminas hasta 
72 h para detectar un porcentaje elevado de células 
HL-60 apoptóticas mediante el método TUNEL 
(Figura 4, artículo 1). El tratamiento de las células 
HL-60 durante 72 h con 20 mM de NPIP aumentó el 
porcentaje de células apoptóticas hasta un 74% 
(Figura 4 A), mientras que se necesitaron dosis 
inferiores con la NDBA (2,5 mM) para obtener un 
porcentaje de apoptosis similar (69%) (Figura 4 B).  
En la línea celular HepG2, tras el 
tratamiento con 10 mM de NPIP durante 24 h se 
detectó un 6% de células apoptóticas, aumentando 
hasta alcanzar un 23% y un 86% de apoptosis a las 
concentraciones de 25 y de 45 mM de NPIP, 
respectivamente, utilizando el método TUNEL 
(Figura 2 A, artículo 2). En los tratamientos con la 
NDBA, el porcentaje de células apoptóticas 
incrementó considerablemente tras 72 h de 
incubación con 1 y 2,5 mM (27% y 51%, 
respectivamente) (Figura 2 B, artículo 2). Además, 
cabe destacar que a las concentraciones más 
elevadas de NPIP (45 mM) y de NDBA (3,5 mM), el 
porcentaje de células apoptóticas fue máximo a las 
24 h incubación (86,5% y 95%, respectivamente), 
permaneciendo invariable a las 48 (86,7% y 94,1%, 
respectivamente) y 72 h (87,1% y 93,4%, 
respectivamente). De acuerdo con nuestros 
resultados, Lin y col. (1999) observaron que el 
porcentaje de células GM2E1 (fibroblastos humanos) 
apoptóticas obtenido tras el tratamiento con la NDMA 
(1 mM) no variaba con el tiempo de incubación, 
obteniendo valores similares a las 24, 48 y 72 h.  
Los resultados obtenidos con el método 
TUNEL indican que la degradación del DNA (cambio 
bioquímico asociado al proceso apoptótico) en las 
células HL-60 (Figura 4, artículo 1) y HepG2 (Figura 
2, artículo 2) tras el tratamiento con ambas N-
nitrosaminas, tiene lugar a partir de las 24 h de 
incubación. En general, con el microscopio de 
fluorescencia los cambios morfológicos se 
observaron en ambas líneas celulares tras períodos 
de incubación más cortos (Tabla 1, artículo 1; Tabla 
11, Capítulo II, apartado 5.3). Estos resultados que 
inicialmente pueden parecer contradictorios, no lo 
son. En la bibliografía existente, otros autores han 
descrito que los cambios morfológicos y bioquímicos 
asociados a la apoptosis celular no se producen 
simultáneamente. Según Collins y col. (1997) la 
degradación del DNA es un fenómeno que sucede 
sólo en las etapas tardías del proceso apoptótico, 
correspondiéndose con la fase lítica de la apoptosis. 
Por otra parte, Willingham (1999) afirma que no 
existe ninguna razón para asumir que los cambios 
morfológicos producidos en el núcleo de la célula 
durante el proceso apoptótico (p.e. la condensación 
de la cromatina) y los cambios bioquímicos (p.e. la 
degradación del DNA), puedan ser detectados en el 
mismo momento.  
El etopósido, un conocido agente inductor 
de apoptosis en células tumorales, se ha utilizado 
como control positivo en los artículos 1 y 2. Los 
resultados obtenidos con el ensayo Anexina V/PI y el 
método TUNEL mostraron que la NPIP y la NDBA a 
las concentraciones más elevadas indujeron un 
porcentaje de células apoptóticas similar o superior al 
obtenido tras el tratamiento con el etopósido en 
ambas líneas celulares (Figura 3 y 4, artículo 1; 
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Figura 2, artículo 2). Este hallazgo indica que las N-
nitrosaminas poseen un importante potencial 
apoptótico, el cual puede estar relacionado con sus 
efectos tóxicos.  
En definitiva, los resultados obtenidos con 
la microscopía de fluorescencia y la citometría de 
flujo confirman que la NPIP y la NDBA inducen 
apoptosis en las células HL-60 y HepG2 dependiente 
de la concentración y del tiempo de incubación. 
Además, la NDBA mostró un efecto apoptótico mayor 
en ambas líneas celulares. Tras 72 h de incubación 
con la NDBA a una concentración de 2,5 mM (HL-60) 
y de 3,5 mM (HepG2) el porcentaje de células 
apoptóticas superó el 50%, mientras que fue 
necesario incrementar las dosis de NPIP a 20 mM 
(HL-60) y a 45 mM (HepG2) para obtener un 
porcentaje de apoptosis similar (Figura 4, artículo 1; 
Figura 2, artículo 2). Estos resultados coinciden con 
los obtenidos en el Capítulo II, apartado 6.1, donde 
señalamos que la NDBA (3 mM) mostró un efecto 
genotóxico a concentraciones inferiores que la NPIP 
(9 mM) en las células HepG2, utilizando el ensayo 
Cometa. Por tanto, la inducción de apoptosis y el 
daño al DNA dependen de la estructura química de la 
N-nitrosamina y de su activación metabólica. Otros 
autores han observado que la activación metabólica 
por la isoenzima CYP 1A1 juega un papel clave en la 
apoptosis inducida por el B(a)P (Salas y Burchiel, 
1998; Solhaug y col., 2005). Hirose y col. (1998) 
también comprobaron que la apoptosis inducida por 
la PhIP en el epitelio de colon de rata dependía de su 
bioactivación por el CYP 1A2. En el caso de las N-
nitrosaminas, el número de átomos de carbono de la 
cadena del grupo nitroso es uno de los principales 
factores que determinan la isoforma del CYP450 
responsable de la activación metabólica de cada N-
nitrosamina. El CYP 2A6 participa en la activación 
metabólica de las N-nitrosaminas de estructura 
cíclica, como la NPYR y la NPIP (Kamataki y col., 
2002), mientras que es el CYP 2E1 la isoforma 
enzimática implicada en la α-hidroxilación de la 
NDMA (Bellec y col., 1996), y en la bioactivación de 
la NDBA es el CYP 1A1 (Fujita y Kamataki, 2001 a). 
Además, Lin y col. (1999) han confirmado que los 
reactivos intermediarios de la NDMA inducen la 
muerte celular por apoptosis en una línea celular 
transfectada el CYP 2E1.  
Por otra parte, la línea celular HepG2 
mostró una mayor resistencia a la inducción de 
apoptosis por la NPIP, la NDBA y el etopósido, ya 
que se necesitaron concentraciones más elevadas 
que en la línea celular HL-60 para obtener 
porcentajes de apoptosis similares (Tabla 1 y Figura 
4, artículo 1; Tabla 11, Capítulo II, apartado 5.3 y 
Figura 2, artículo 2). Esto puede ser debido a las 
diferencias que existen en la expresión de las 
isoformas enzimáticas implicadas en el metabolismo 
de las N-nitrosaminas, en ambas líneas celulares. De 
acuerdo con nuestros resultados, Holme y col. (2007) 
observaron que el B(a)P (50-100 nM) inducía un 
porcentaje de apoptosis mayor en las células de 
hepatoma Hepa1c1c7 que en las células epiteliales 
hepáticas F258 de rata. Estos autores comprobaron 
que la mayor sensibilidad de las células Hepa1c1c7 a 
los efectos apoptóticos del B(a)P se debía a que 
presentaban una mayor expresión de la isoforma 
CYP 1A1. Recientemente, Patil y col. (2009) han 
demostrado que el B(a)P a bajas concentraciones 
(100 y 200 μM) induce apoptosis en células 
neurosensoriales de retina de rata (R28). Sin 
embargo, a concentraciones elevadas (400 y 1000 
μM) en las células R28 y a todas las concentraciones 
analizadas (100-1000 μM) en células humanas del 
endotelio microvascular (HMVEC) produce la muerte 
celular por necrosis. La disparidad encontrada en el 
efecto citotóxico del B(a)P puede ser atribuida, 
igualmente, a la diferente expresión de las isoformas 
enzimáticas que metabolizan el B(a)P en cada una 
estas líneas celulares. 
Para determinar la implicación de las 
caspasas en el proceso de apoptosis se puede medir 
el fraccionamiento de muchos de los sustratos que 
intervienen en la cascada de señalización celular. Un 
ejemplo de ellos es la enzima PARP, fraccionada por 
la caspasa-3 (ejecutora) en los estadios apoptóticos 
tardíos en dos fragmentos, de 85 y 24 kDa cada uno, 
que se pueden determinar por Western Blot 
(Chiarugi, 2002). En las células HL-60 tratadas con 5 
y 10 mM de NPIP la ruptura de la PARP comenzó a 
las 18 h de tratamiento (Figura 5 A, artículo 1). Sin 
embargo, no se apreció la ruptura de la PARP tras el 
tratamiento de las células HepG2 con la NPIP a 
ninguna de las concentraciones (10-45 mM) y 
tiempos de incubación (24-72h) examinados, aunque 
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sí pudimos notar la desaparición de la banda de 116 
kDa a la concentración de 25 mM después de 72 h 
de tratamiento y a la de 45 mM después de 24 y 72 h 
(Figura 3 A, artículo 2). Igualmente, el etopósido 
produjo la ruptura de la PARP en la línea HL-60 a la 
concentración de 5 μM durante 6 y 18 h (Figura 5, 
artículo 1) pero no en la línea HepG2 a la 
concentración de 100 μM durante 24 y 72 h (Figura 
3, artículo 2). En estas últimas, solo se observó la 
desaparición de la banda de 116 kDa tras el 
tratamiento durante 72 h con el etopósido. Al 
contrario de lo que sucedió con la NPIP y el 
etopósido, la proteólisis de la PARP se detectó en las 
dos líneas celulares tras el tratamiento con la NDBA 
(Figura 5 B, artículo 1; Figura 3 B, artículo 2). Así, 
en las células HL-60, encontramos la PARP rota a 
todas las concentraciones y tiempos de incubación 
utilizados (Figura 5 B, artículo 1), mientras que en 
las células HepG2 solamente lo observamos después 
de 6 h de incubación a la concentración de 2,5 mM y, 
de 3 h a la concentración de 3,5 mM (Figura 3 B, 
artículo 2).  
Los resultados obtenidos muestran que la 
NDBA induce la ruptura de la PARP en ambas líneas 
celulares (Figura 5 B, artículo 1; Figura 3 B, 
artículo 2) y la NPIP solamente en la línea celular 
HL-60 (Figura 5 A, artículo 1). La visualización de la 
proteólisis de la enzima PARP tras el tratamiento con 
las N-nitrosaminas evidencia que la caspasa-3 
(efectora) participa activamente en el proceso 
apoptótico inducido por estos carcinógenos. 
Asimismo, otros autores han descrito que la amina 
heterocíclica 3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol 
(Trp-P-1) induce apoptosis en células hepáticas (30 
μM) y mononucleares (10-15 μM) de rata, mediante 
la activación de la caspasa-3 y la subsecuente 
ruptura de la PARP (Ashida y col., 2001; Hashimoto y 
col., 2001). Sin embargo, en las células HepG2 
tratadas con la NPIP o el etopósido no se observa la 
ruptura de la PARP sino la desaparición de la banda 
de 116 kDa a medida que aumenta la concentración 
y el tiempo de incubación (Figura 3 A, artículo 2). 
Coincidiendo con nuestros resultados, DiBartolomeis 
y Moné (2003) señalaron en sus estudios con células 
Jurkat tratadas con etopósido (500 μM) durante 6 h 
que la desaparición progresiva del fragmento de 116 
kDa puede también corresponderse con la ruptura de 
la PARP.  
Finalmente, empleamos los inhibidores 
específicos de las caspasas-3, -6, -8 y -9 y el método 
TUNEL con el objeto de confirmar si las dos N-
nitrosaminas inducen apoptosis en las células HepG2 
dependiente de caspasas. Como se observa en la 
Figura 4 (Artículo 2) cuando las células HepG2 se 
incubaron simultáneamente con las N-nitrosaminas y 
los inhibidores específicos de caspasas, el porcentaje 
de células apoptóticas disminuyó, confirmando la 
implicación de las caspasas en este proceso. Las 
caspasas-8 y -9 actúan indistintamente como 
caspasas iniciadoras, ya que la inhibición de ambas 
disminuye el porcentaje de células HepG2 
apoptóticas de forma similar (69% y 65% de 
reducción para la NPIP, respectivamente; 74% y 65% 
de reducción para la NDBA, respectivamente) 
(Figura 4, artículo 2). Asimismo, las caspasas -3 
(73% de reducción en el porcentaje de apoptosis) y -
6 (74% y 80% tras el tratamiento con la NPIP y la 
NDBA, respectivamente) participan como caspasas 
efectoras. Nuestros resultados indican que tanto la 
vía extrínseca (caspasa-8) como la vía intrínseca 
(caspasa-9) dominan la cascada inicial de la 
apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA en las 
células HepG2. Se han obtenido resultados similares 
para la cascada de activación de la apoptosis 
inducida por el B(a)P en una línea tumoral humana 
de pulmón (Xiao y col., 2007) y, por la amina 
heterocíclica Trp-P-1 en esplenocitos de rata 
(Hashimoto y col., 2004). Por el contrario, otros 
estudios describen que la caspasa-8 es la principal 
caspasa iniciadora en la cascada de activación de la 
apoptosis inducida por otros carcinógenos presentes 
en la dieta, aunque la caspasa-9 puede también 
participar (Ashida y col., 2001; Oh y Lim, 2006). 
Asimismo, los resultados de un trabajo previo 
realizado por nuestro grupo de investigación (Arranz 
2009, Tesis Doctoral) demostraron que la caspasa-8 
es la principal caspasa iniciadora de la apoptosis 
inducida por la NPYR y la NDMA en las células 
HepG2, aunque con la participación de manera 
secundaria de la caspasa-9. 
La inducción de apoptosis por otras N-
nitrosaminas no relacionadas estructuralmente, como 
la NDMA y la NPYR, en las líneas celulares HL-60 y 
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HepG2, se ha evaluado con anterioridad en nuestro 
laboratorio (Arranz 2009, Tesis Doctoral). 
Comparando con los resultados obtenidos en el 
presente estudio, podemos afirmar que la NDBA es 
la N-nitrosamina más potente en la inducción de 
apoptosis en ambas líneas celulares. Tras 72 h de 
incubación de las células HL-60 y HepG2 con la 
NDBA (2,5 y 3,5 mM, respectivamente), el porcentaje 
de células apoptóticas superó el 50%, mientras que 
fue necesario emplear dosis superiores de NPIP (20 
y 45 mM), NPYR (50 mM) y NDMA (135 mM) para 
obtener un porcentaje similar, utilizando el método 
TUNEL. Además, en la línea celular HL-60 se detectó 
la ruptura de la PARP tras el tratamiento con 
cualquiera de las cuatro N-nitrosaminas examinadas, 
aunque la NDBA fue la más eficaz. Así, visualizamos 
claramente el fragmento de 85 kDa en las células HL-
60 tratadas con 0,5 mM de NDBA durante 3 h, 
mientras que se necesitaron dosis y tiempos de 
incubación superiores para detectar la proteólisis de 
la PARP tras el tratamiento con la NPIP, la NPYR y la 
NDMA. En las células HepG2, la ruptura de la PARP 
se observó tras el tratamiento con 3,5 mM de NDBA 
durante 3 y 6 h, mientras que no se detectó la 
proteólisis de esta enzima a ninguna de las 
concentraciones y tiempos de incubación estudiados 
con el resto de las N-nitrosaminas. Con el método 
TUNEL la línea celular HepG2 mostró una mayor 
resistencia a la inducción de apoptosis por la NPIP y 
la NDBA que la línea celular HL-60. En cambio, las 
células HepG2 presentaron una sensibilidad mayor 
que las células HL-60 a la inducción de apoptosis por 
la NPYR (50 mM, 72 h; 68% y 51% de células 
apoptóticas) y por la NDMA (135 mM, 72 h; 78% y 
49% de células apoptóticas). Por tanto, las 
diferencias encontradas en el porcentaje de células 
apoptóticas dependen de la estructura química de la 
N-nitrosamina y de la diferente expresión de las 
isoformas enzimáticas implicadas en el metabolismo 
de las mismas en ambas líneas celulares.  
La presente memoria demuestra por 
primera vez que la NPIP y la NDBA inducen 
apoptosis en dos líneas tumorales humanas, HL-60 y 
HepG2, utilizando varias técnicas analíticas, tales 
como la microscopía de fluorescencia, la citometría 
de flujo y el Western Blot. Además, la apoptosis 
inducida por estas N-nitrosaminas es dependiente de 
la activación de las caspasas en ambas líneas 
celulares, actuando indistintamente las caspasas-8 y 
-9 como caspasas iniciadoras en las células HepG2. 
6.3. Producción de las EROs por la NPIP y la 
NDBA y su implicación en el proceso 
apoptótico  
La activación metabólica de las N-
nitrosaminas, a través del CYP450, permite generar 
EROs, que a su vez pueden producir estrés oxidativo 
y lesiones celulares (Robichová y col., 2004 a; 
Bansal y col., 2005; Yeh y col., 2006; Beda y 
Nedospasov, 2007). En concreto, las EROs dañan 
macromoléculas celulares, como los sustratos 
lipídicos, los hidratos de carbono, las proteínas, el 
RNA y el DNA, inhibiendo los procesos metabólicos 
fundamentales y desencadenando como respuesta al 
estrés celular, la apoptosis (McGowan y col., 1996; 
Ueda y col., 1998).  
Estudios científicos indican que las vías de 
inducción de apoptosis (intrínseca y extrínseca) se 
pueden activar a través de un mecanismo 
dependiente de las EROS. Skulachev (2000) ha 
observado que las EROs inducen la apertura del poro 
de permeabilidad transitoria (PT) en la mitocondria, 
facilitando la liberación de moléculas proapoptóticas 
como el citocromo c y la procaspasa-9 (vía 
intrínseca). Recientemente, Gómez-Quiroz y col. 
(2008) han comprobado también que las EROs 
pueden actuar como estímulos proapoptóticos, 
activando los receptores de la muerte celular como el 
Fas-R (vía extrínseca). Sin embargo, otros estudios 
muestran un planteamiento totalmente diferente: las 
EROs se generan como consecuencia de la 
activación de la apoptosis, y no intervienen en el 
inicio de la misma, por lo que la apoptosis se produce 
por un mecanismo independiente de las EROs. Así, 
Higuchi y col. (1998) y Gottlied y col. (2000) señalan 
que la activación de la vía extrínseca o de los 
receptores de la muerte celular produce una fuerte 
inhibición de la cadena respiratoria en la mitocondria, 
lo que conlleva un aumento en la producción de las 
EROs.  
En el Capítulo II, apartado 6.1 del 
presente trabajo de investigación evaluamos el daño 
oxidativo al DNA inducido por la NPIP y la NDBA en 
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las células HepG2, utilizando el ensayo Cometa y la 
enzima Fpg para reconocer las bases púricas 
oxidadas. Nuestros resultados muestran que ambas 
N-nitrosaminas inducen un significativo daño 
oxidativo al DNA que puede estar relacionado, al 
menos en parte, con la producción intracelular de las 
EROs en esta línea celular. Puesto que la relación 
entre el estrés oxidativo y el proceso apoptótico atrae 
nuestro interés, analizamos si la apoptosis inducida 
por las N-nitrosaminas produce por un mecanismo 
dependiente o independiente de las EROs. En primer 
lugar, determinamos las EROs producidas por la 
NPIP y la NDBA en las células HL-60 (Figura 6, 
artículo 1) y HepG2 (Figura 5, artículo 2). La 
producción de las EROs en las células HL-60 
comenzó inmediatamente (a los 15 min) después de 
la exposición a la NPIP (5-20 mM) y a la NDBA (0,5-
2,5 mM) (Figura 6, artículo 1), alcanzando los 
niveles máximos a la media hora y disminuyendo 
hasta los niveles basales a las 24 h. De acuerdo con 
nuestros resultados, Robichová y col. (2004 a) 
observaron que las EROs originadas por la NMOR en 
células de carcinoma de colon (Caco-2), se producen 
durante la primera hora de incubación con este 
compuesto. Asimismo, la exposición de las células de 
carcinoma de pulmón (A549) a la NNK durante una 
hora ocasiona un incremento significativo en los 
niveles intracelulares de las EROs (Yeh y col., 2006).  
Como se muestra en la Figura 5 A 
(Artículo 2), la producción de las EROs en las 
células HepG2 tratadas con la NPIP (10-45 mM) 
alcanzó el máximo nivel tras 1 h de incubación y 
disminuyó progresivamente hasta los niveles basales 
a las 24 h. Un resultado similar obtuvieron Oh y Lim 
(2006) al tratar las células HepG2 con cadmio (16 
μM). La producción de las EROs se iniciaba a la 
media hora, alcanzaba los niveles máximos a las 3 h 
y disminuía paulatinamente hasta las 24 h. 
Recientemente, Erkekoglu y Baydar (2010) han 
confirmado también que la NDMA (10 mM), la NDEA 
(10 mM) y la NMOR (10 mM) incrementan las EROs 
producidas tras una breve incubación (de 30 a 90 
minutos), en las células HepG2. Por el contrario, la 
NDBA no aumentó significativamente los niveles 
intracelulares de las EROs en la línea celular HepG2 
(Figura 5 B, artículo 2). Holme y col. (2007) 
encontraron también resultados diferentes al tratar 
dos líneas celulares hepáticas de rata con el B(a)P, 
detectando un significativo aumento en los niveles de 
las EROs en las células F258, mientras que ese 
incremento no se observó en las células Hepa1c1c7.  
La producción de las EROs no sólo fue 
dependiente del tiempo de incubación, sino que 
también aumentó con el incremento de la 
concentración en las líneas celulares HL-60 (Figura 
6, artículo 1) y HepG2 (Figura 5, artículo 2), y por 
tanto, la máxima señal se obtuvo a la dosis más 
elevada de la NPIP (20 mM/HL-60 y 45 mM/HepG2) 
y de la NDBA (2,5 mM/HL-60). Este efecto se ha 
observado previamente en células de carcinoma de 
colon (Caco-2) tratadas con la NMOR (1,7-3,4 mM) 
(Robichová y col., 2004 a) y en células neuronales de 
rata tratadas con cadmio (100 nm-100 μM) (López y 
col., 2006). 
La NAC es un agente quimiopreventivo de 
naturaleza hidrofílica que protege frente al daño al 
DNA y a la carcinogénesis a través de múltiples 
mecanismos de acción. En concreto, es capaz de 
atrapar o reaccionar con las EROs procedentes del 
metabolismo celular gracias a su capacidad 
antioxidante (Plantin-Carrenard y col. 2000; 
Zafarullah y col., 2003). Además, numerosos 
estudios in vivo e in vitro han observado que la NAC 
posee un efecto antiapoptótico que parece estar 
estrechamente relacionado con su habilidad para 
atenuar el estrés oxidativo, el daño al DNA y otras 
señales que conducen en último lugar a la apoptosis 
celular (De Flora y col., 2001). La mayor parte de los 
trabajos científicos que demuestran la capacidad de 
la NAC para atrapar las EROs producidas por un 
carcinógeno, confirman también que la NAC reduce 
la apoptosis inducida por los mismos, y por tanto el 
proceso apoptótico se produce por un mecanismo 
dependiente de las EROs. Dos metabolitos derivados 
del benceno, la 2,3,5-tris(glutatión-S-il)hidroquinona 
(TCHQ) y el β-benceno-hexacloride (BHC), 
aumentaron los niveles intracelulares de las EROs en 
las células de leucemia humana (HL-60) y en las 
células de sertoli de rata y a su vez, activaron las 
vías intrínseca (liberación de Bax y del citocromo c) y 
extrínseca (expresión del ligando Fas) del proceso 
apoptótico, respectivamente (Yang y col., 2005; Shi y 
col., 2009). Asimismo, el pretratamiento con la NAC 
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produjo una disminución de la producción de las 
EROs y de la apoptosis inducida por estos 
metabolitos, confirmando que las EROs actuaban 
como moléculas iniciadoras de este proceso. Oh y 
Lim (2006) han observado también que el cadmio 
inducía en las células HepG2 un incremento rápido 
de las EROs, la activación de la caspasa-8 y la 
liberación del citocromo c. Esta apoptosis se 
producía por un mecanismo dependiente de las 
EROS, ya que al pretratar la células HepG2 con la 
NAC disminuían las EROs intracelulares, y a su vez 
la apoptosis. Por ello, para determinar la implicación 
de las EROs en la apoptosis inducida por la NPIP y la 
NDBA utilizamos la NAC.  
Como la NDBA no aumentó los niveles 
intracelulares de las EROs en las células HepG2 
(Figura 5 B, artículo 2), evaluamos el efecto de la 
NAC frente a su producción en la línea celular HL-60 
tratada con ambas N-nitrosaminas (NPIP, 5-10 mM; 
NDBA 0,5-2,5 mM) (Figura 6, artículo 1) y, en la 
línea celular HepG2 tratada solamente con la NPIP 
(10-45 mM) (Figura 5 A, artículo 2). Para ello, 
seleccionamos aquellos periodos de incubación en 
los que las N-nitrosaminas inducían la máxima 
producción de las EROs, siendo de media hora en 
las células HL-60 y de 1 h en las HepG2. La 
incubación de las células con la NAC (20 mM, 1 h) no 
incrementó la producción intracelular de las EROs 
respecto a las células sin tratar (Figura 7, artículo 1; 
Figura 6 A, artículo 2). Por otra parte, el 
pretratamiento con la NAC (20 mM, 1 h) suprimió las 
EROs producidas por la NPIP en ambas líneas 
celulares y, por la NDBA en las células HL-60 
(Figura 7, artículo 1; Figura 6 A, artículo 2).  
A continuación, estudiamos el efecto de la 
NAC frente a la apoptosis inducida por la NPIP y la 
NDBA, cuantificando el porcentaje de células 
apoptóticas obtenidas mediante el método TUNEL. 
Los resultados mostraron que la NAC no inducía 
apoptosis en la línea celular HL-60 (Figura 8, 
artículo 1), mientras que en la línea celular HepG2 
aumentaba el porcentaje de células apoptóticas 
hasta un 30% (Figura 6 B, artículo 2). En los 
pretratamientos con NAC, seleccionamos las 
concentraciones y los tiempos de incubación que 
inducían un porcentaje de apoptosis superior al 40%. 
La Figura 8 (Artículo 1) muestra que el 
pretratamiento de las células HL-60 con la NAC (20 
mM, 1 h) protegió débilmente (10%) frente a la 
apoptosis inducida por la NPIP (20 mM, 48 h) y no 
inhibió la producida por la NDBA (2,5 mM, 48 h). En 
la línea celular HepG2, el pretratamiento con la NAC 
tampoco redujo la apoptosis inducida por la NPIP (10 
mM, 72 h) (Figura 6 B, artículo 2).  
Estos resultados sugieren que la 
producción de las EROs por la NPIP y la NDBA en 
ambas líneas celulares puede ser un fenómeno 
derivado o secundario a la activación de las vías 
apoptóticas, y no el origen de la apoptosis. Por ello, 
consideramos que la apoptosis inducida por la NPIP 
y la NDBA en ambas líneas celulares se produce por 
un mecanismo independiente de las EROs. 
Igualmente, Lin y col. (2003 b) han demostrado que 
la rein-antrona (100 μM), un compuesto derivado de 
la raíz del ruibarbo, induce apoptosis en la línea 
celular HL-60 por un mecanismo independiente de 
las EROs, ya que el pretratamiento con antioxidantes 
como la NAC o la catalasa disminuye las EROs, pero 
no reduce la apoptosis. Asimismo, en células Jurkat 
expuestas a ultrasonidos se ha observado la 
activación de la proteína proapoptótica Bak y de las 
caspasas, y un aumento en las concentraciones 
intracelulares de las EROs (Kinoshita y col., 2007). 
Sin embargo, la preincubación con la NAC no 
protege frente a la apoptosis, por lo que se ha 
concluido que las EROs no participan en la 
regulación de dicho proceso.  
La bibliografía disponible hasta el momento 
muestra que el conocimiento sobre el papel que 
desempeñan las EROs en la apoptosis no es todavía 
concluyente y requiere una mayor investigación. Las 
N-nitrosaminas poseen otros efectos aparte de la 
inducción del estrés oxidativo como por ejemplo el 
daño alquilativo a las proteínas o al DNA, que no 
pueden ser reparados por el tratamiento con ciertos 
antioxidantes (Gorman y col., 1997). La modificación 
del metabolismo de estos agentes alquilantes es uno 
de los principales mecanismos para proteger al 
organismo frente al desarrollo de tumores. La NAC 
aunque posee excelentes propiedades antioxidantes 
no altera la expresión o la actividad de las enzimas 
del CYP450 implicadas en la bioactivación de estos 
carcinógenos (Joshi y col., 1998; De Flora y col., 
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2001), por lo que es posible que por sí sola no pueda 
proteger frente a los efectos proapoptóticos de los 
mismos.  
En definitiva, los resultados presentados en 
este trabajo demuestran que la apoptosis inducida 
por la NPIP y la NDBA en la línea celular HL-60 y 
HepG2 se produce por un mecanismo independiente 
de las EROs.  
6.4. Efecto protector de los OSCs, los ITCs y 
la vitamina C frente al daño al DNA inducido 
por la NPIP y la NDBA 
El estrés oxidativo está implicado en 
enfermedades como el cáncer, la diabetes y las 
enfermedades coronarias (Cooke y col., 2003; Valko 
y col., 2006). De forma paralela al daño genotóxico 
que ejercen los carcinógenos de la dieta en el 
organismo, existen barreras defensivas que permiten 
limitar la acción oxidante y los daños posteriores. 
Entre ellas, cabe destacar la acción de los sistemas 
antioxidantes enzimáticos (Martínez, 2005) como la 
superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la 
glutatión peroxidasa, todas ellas enzimas con 
capacidad para atrapar los radicales libres (Wei y 
Lau, 1998). Sin embargo, además de las defensas 
internas, cada vez parece más claro el papel 
protector de una ingesta diaria de antioxidantes. 
Entre los antioxidantes directos se encuentran la 
vitamina C, E, carotenoides, flavonoides y los OSCs 
presentes en muchos alimentos (Halliwell, 1996). Por 
otro lado, los efectos antioxidantes indirectos pueden 
ser provocados por fitoquímicos que no son capaces 
de atrapar las EROs, como es el caso de los ITCs, 
pero que estimulan la expresión de las enzimas 
antioxidantes y de la Fase II (Zhang, 2004). 
En trabajos previos llevados a cabo por 
nuestro grupo de investigación se evaluó el daño al 
DNA inducido por los compuestos OSCs, los ITCs y 
la vitamina C, con el fin de seleccionar aquellas 
concentraciones de los mismos que no resultarán 
genotóxicas y, posteriormente utilizarlas en los 
tratamientos simultáneos con las N-nitrosaminas 
(Arranz y col., 2006; 2007 a y b). Los resultados 
mostraron que el DAS y el DPS a concentraciones de 
1-50 μM y el DADS y el DPDS a concentraciones de 
1-5 μM no indujeron ni la ruptura de las cadenas del 
DNA ni la oxidación de las bases púricas. Asimismo, 
el AITC, el PEITC y el I3C en un rango de 
concentraciones de 0,1-1 μM tampoco causaron un 
daño genotóxico a las células HepG2. Finalmente, la 
vitamina C tampoco indujo un daño al DNA a ninguna 
de las concentraciones analizadas (1-10 μM).  
En el presente trabajo de investigación, de 
los cuatro OSCs estudiados, el DAS (1-50 μM) fue el 
que mostró un efecto protector más débil frente a la 
oxidación de las purinas inducida por la NPIP y la 
NDBA en las células HepG2, empleando el ensayo 
Cometa. El DAS únicamente a la concentración más 
baja disminuyó débilmente las purinas oxidadas 
inducidas por la NPIP (1 μM, 29%), pero no las 
inducidas por la NDBA (Figura 1, artículo 3). El 
efecto de la NDBA solo se atenuó en un 5% a la 
concentración más alta de DAS (50 μM). Por esta 
razón no consideramos relevante en estudios 
posteriores evaluar la interacción del DAS con la 
vitamina C. Hageman y col. (1997) y Kim y col. 
(2001) atribuyeron este menor efecto protector del 
DAS frente a la formación de aductos inducida por el 
B(a)P, a su naturaleza más volátil. La Figura 2 A 
(Artículo 3) mostró que la máxima reducción en la 
formación de purinas oxidadas en el DNA inducida 
por la NPIP se produjo a la mayor concentración de 
DADS (2,5 μM, 38%). Por el contrario, la oxidación 
de las bases púricas inducida por la NDBA se redujo 
drásticamente a la menor concentración de DADS 
(0,1 μM, 92%) (Figura 2 A, artículo 3). 
Recientemente, Belloir y col. (2006) han comprobado 
que el DAS y DADS inhiben la genotoxicidad de la 
NDMA a bajas concentraciones, sugiriendo un efecto 
protector inverso a la dosis. Además, nuestros 
resultados demuestran que la protección ejercida por 
el DADS fue mayor que la del DAS frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por las dos N-nitrosaminas 
analizadas. 
El efecto protector de los compuestos 
propilo frente a compuestos carcinogénicos 
presentes en los alimentos ha sido menos estudiado, 
aunque Guyonnet y col. (2000) observaron que el 
DPS y el DPDS redujeron la mutagenicidad del B(a)P 
y de la PhIP en el test de Ames, utilizando 
microsomas de rata. Nuestros resultados también 
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revelaron que la oxidación de las purinas inducida 
por la NPIP y la NDBA se redujo en un 55-24% y en 
un 66-15%, respectivamente, a las concentraciones 
de 1 y 10 μM de DPS (Figura 3 A, artículo 3). Por el 
contario, una concentración de 50 μM de DPS abolió 
este efecto protector, observándose un incremento 
significativo de la genotoxicidad de ambas N-
nitrosaminas. El DPDS a todas las concentraciones 
utilizadas (0,1-2,5 μM) también mostró un efecto 
protector frente al daño oxidativo al DNA inducido por 
la NPIP y la NDBA (Figura 4 A, artículo 3). La 
adición de 0,1 μM de DPDS redujo en un 59-80% la 
oxidación de las purinas inducida por la NPIP o la 
NDBA, respectivamente, mientras que una 
concentración más alta de DPDS (2,5 μM) sólo la 
redujo en un 51-64%. Comparando los resultados 
obtenidos con los compuestos propilo, DPS y DPDS, 
podemos concluir que el DPDS elimina más 
eficazmente las purinas oxidadas inducidas por la 
NPIP o por la NDBA que el DPS.  
Los diferentes efectos protectores de los 
OSCs frente al daño oxidativo al DNA inducido por 
ambas N-nitrosaminas pueden atribuirse a la 
estructura química de las mismas y a su diferente 
activación metabólica. Wattenberg y col. (1983) 
sugirieron, además, que el número de átomos de 
azufre en la estructura de los OSCs era el mejor 
indicador de la capacidad fitoprotectora de estos 
agentes. Estudios in vivo muestran que la eficacia de 
los OSCs frente a la reducción del cáncer de 
estómago inducido por el B(a)P en ratones y por la 
NDEA en ratas, aumenta con el número de átomos 
de azufre en la molécula de los OSCs (Haber-
Mignard y col., 1996; Singh y Shukla, 1998). Además, 
Siess y col. (1997) apoyan que las diferencias 
estructurales entre los compuestos alilo (DAS/DADS) 
y propilo (DPS/DPDS) tienen solo mínimas 
consecuencias cualitativas en la modificación de los 
niveles expresión de las enzimas de la Fase I y II, 
mientras que el número de átomos de azufre produce 
diferencias cuantitativas en sus efectos. Más tarde, 
Fujita y Kamataki (2001 b) han comparado la 
inhibición de la actividad del CYP 2A6 por el DADS y 
el DAS, y han observado que el DADS es un 
inhibidor mucho más eficiente que el DAS. Los 
resultados obtenidos en el presente trabajo de 
investigación también muestran que el efecto 
protector de los compuestos OSCs con dos átomos 
de azufre en su molécula (DADS y DPDS) es mayor 
que el de los compuestos que sólo contienen un 
átomo de azufre (DAS y DPS). Por tanto, podemos 
concluir que el efecto protector de los OSCs frente al 
daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP o por la 
NDBA depende fundamentalmente de la estructura 
química y de la activación metabólica de la N-
nitrosamina, así como del número de átomos de 
azufre en la estructura química de los OSCs.  
Al comparar los resultados de este trabajo 
de investigación (NPIP y NDBA) con los obtenidos en 
trabajos preliminares con otras dos N-nitrosaminas, 
la NPYR y la NDMA (Arranz y col., 2007 a), podemos 
observar que los OSCs ejercen un rango muy amplio 
de efectos protectores frente al daño oxidativo al 
DNA inducido por N-nitrosaminas no relacionadas 
estructuralmente. El DADS mostró un mayor efecto 
protector frente a la formación de las purinas 
oxidadas inducida por la NDBA (0,1 μM, 92%) que 
frente a la NPYR (1 μM, 53%), la NDMA (1 μM, 48%) 
y la NPIP (1 μM,, 11,5%). Por el contrario, el DAS (1 
μM) no disminuyó las purinas oxidadas inducidas por 
la NDBA y ejerció un efecto protector mayor frente a 
la oxidación de las purinas inducida por la NPYR (1 
μM, 48%) que frente a la NDMA (1 μM, 39%) y la 
NPIP (1 μM, 29%). Por último, el DPS y el DPDS 
mostraron un efecto protector similar frente a la 
oxidación de las bases púricas inducida por la NPYR 
(60-53%), la NDMA (58-56%) y la NPIP (55%). Sin 
embargo, la máxima reducción de la formación de las 
purinas oxidadas por el DPS y el DPDS se observó 
frente a la NDBA (66-77%). En resumen, estos 
resultados indican que el DADS, el DPS y el DPDS 
eliminan las purinas oxidadas inducidas por la NDBA 
de una forma más eficaz que las inducidas por la 
NPYR, la NDMA y la NPIP. 
En el presente trabajo de investigación 
también evaluamos el efecto protector de los ITCs 
(PEITC, I3C y AITC) frente al daño oxidativo al DNA 
inducido por la NPIP y la NDBA. De los tres ITCs 
analizados (0,1-1 μM), sólo dos, el PEITC y el I3C, 
mostraron un efecto protector frente a la oxidación de 
las purinas inducida por la NPIP y la NDBA (Figura 1 
A y 3 A, artículo 4). El daño oxidativo al DNA 
provocado por la NPIP en las células HepG2 se 
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redujo ligeramente (19-26%) a todas las 
concentraciones de PEITC (0,1-1 μM). Sin embargo, 
el efecto de la NDBA sólo se atenuó en un 27% a la 
concentración más baja de PEITC (0,1 μM) (Figura 1 
A, artículo 4). Los resultados obtenidos con el I3C 
(Figura 3 A, artículo 4) indicaron que el daño 
oxidativo al DNA inducido por la NPIP se reducía con 
el aumento de la concentración (0,1-1 μM), 
observándose la máxima reducción (28%) a la 
concentración de 1 μM. Por el contrario, el daño 
oxidativo al DNA provocado por la NDBA sólo se 
redujo a la concentración más baja (0,1 μM, 26%) 
(Figura 3 A, artículo 4). Si comparamos los 
resultados del presente trabajo de investigación con 
la NPIP y la NDBA con los obtenidos previamente en 
nuestro laboratorio (Arranz y col., 2006), con otras 
dos N-nitrosaminas, la NDMA y la NPYR, podemos 
concluir que tanto el PEITC como el I3C fueron más 
eficaces en eliminar las purinas oxidadas inducidas 
por la NDMA (67%) y la NPYR (79%) que por la NPIP 
(26-28%) y la NDBA (26%). Por tanto, el efecto 
protector de los ITCs (PEITC e I3C) frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por las N-nitrosaminas 
depende de la estructura química de las mismas y de 
su diferente activación metabólica. En resumen, 
mientras los OSCs (DADS, DPS y DPDS) eliminan 
más eficazmente las purinas oxidadas inducidas por 
la NDBA, los ITCs (PEITC e I3C) eliminan mejor las 
inducidas por la NDMA y la NPYR.  
Existen otros trabajos (Knasmüller y col., 
1992, 1996) que confirman también el papel protector 
del PEITC frente al efecto genotóxico inducido por la 
NDMA y la NPYR, sin embargo no hay datos 
precedentes con respecto a la NPIP y la NDBA. 
Knasmüller y col. (1992, 1996), empleando el PEITC, 
han observado una reducción en el daño al DNA 
inducido por la NDMA y la NPYR en Escherichia coli 
K-12 y, una drástica reducción en la inducción de 
micronúcleos por la NDMA en células HepG2.  
Como hemos descrito anteriormente, de los 
tres ITCs evaluados sólo dos (PEITC e I3C) 
mostraron efecto protector frente al daño oxidativo al 
DNA inducido por la NPIP y la NDBA. El AITC (0,1-1 
μM) incrementó el efecto genotóxico provocado por 
la NPIP y por la NDBA en dos y 1,5 veces, 
respectivamente (Figura 2 A, artículo 4). Laky y col. 
(2002) y Uhl y col. (2003 b) observaron que el AITC 
no causaba daño al DNA per se, pero en los 
tratamientos simultáneos con B(a)P producía un 
significativo efecto genotóxico sinérgico. A dosis 
elevadas de AITC (3-6 μM), la migración del DNA era 
casi dos veces superior a la producida por el B(a)P 
solo. Sin embargo, en trabajos previos realizados en 
nuestro grupo de investigación (Arranz y col., 2006), 
tras el tratamiento simultáneo de las células HepG2 
con la NDMA o la NPYR, y el AITC (1 μM) se 
observó un significativo efecto protector (53% y 
67%). Por tanto, el efecto genotóxico sinérgico del 
AITC con la NPIP o la NDBA es nuevo e interesante, 
aunque está también apoyado por otros autores que 
han sugerido que algunos ITCs pueden inducir 
rupturas en las cadenas del DNA o tener efectos 
mutagénicos (Musk y col., 1995; Kassie y col., 2003). 
Finalmente, otro de los quimiopreventivos 
estudiados en el presente trabajo fue la vitamina C. 
Nuestros resultados indicaron que la vitamina C a la 
concentración de 10 μM (Figura 56, Capitulo II, 
apartado 4.2) fue el quimiopreventivo más eficaz, de 
todos los evaluados, frente a la oxidación de las 
bases púricas inducida por la NPIP (80%) y la NDBA 
(94%). Lazarová y Slamenová (2004) han 
demostrado también que la vitamina C protege a las 
células HepG2 frente a la oxidación de las purinas 
inducida por otros carcinógenos de la dieta, como el 
B(a)P y el 5,9-dimetil-7H-dibenzo[c,g]carbazole. 
Además, un estudio realizado por nuestro laboratorio 
(Arranz y col., 2007 b) con anterioridad evaluó el 
efecto protector de la vitamina C frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por la NDMA y la NPYR. Al 
comparar  nuestros resultados con la NPIP y la 
NDBA y los obtenidos previamente con la NDMA y la 
NPYR, podemos concluir que la vitamina C es igual 
de eficaz al eliminar las purinas oxidadas inducidas 
por la NPIP (80%) y la NPYR (81%), dos N-
nitrosaminas de estructura cíclica. Sin embargo, el 
efecto protector de la vitamina C (10 μM) frente a las 
N-nitrosodialquilaminas es dispar, reduciendo en un 
94% el daño oxidativo al DNA inducido por la NDBA y 
en un 61% el de la NDMA. Estos resultados 
coinciden con los obtenidos en trabajos preliminares 
de nuestro grupo de investigación (Ikken y col. 1999), 
en los que se determinó el efecto protector de 
extractos etanólicos de frutas y vegetales frente a la 
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mutagenicidad de las N-nitrosaminas. Se concluyó 
que el mayor efecto inhibidor (51%) frente a la 
mutagenicidad inducida por la NDBA fue ejercido por 
extractos etanólicos de kiwi (que contienen alrededor 
de 5 μmol/g de vitamina C).  
Las similitudes y discrepancias halladas en 
el efecto protector de la vitamina C frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por las N-nitrosaminas no 
relacionadas estructuralmente pueden ser debidas a 
diferencias en su estructura química y en la 
activación metabólica de las mismas. Así, la NPIP y 
la NPYR son activadas principalmente por el CYP 
2A6 (Kamataki y col., 2002), mientras que es el CYP 
1A1 la isoforma enzimática implicada en la 
bioactivación de la NDBA (Fujita y Kamataki, 2001 a) 
y en la α-hidroxilación de la NDMA es el CYP 2E1 
(Bellec y col., 1996). Recientemente, Erkekoglu y 
Baydar (2010) han evaluado el efecto protector de la 
vitamina C (10 μM) frente a la genotoxicidad de dos 
N-nitrosodialquilaminas, la NDMA (10 mM) y la NDEA 
(10 mM), y una N-nitrosamina de estructura cíclica, la 
NMOR (10 mM), en células HepG2, utilizando el 
ensayo Cometa. Los resultados muestran que la 
vitamina C reduce el daño al DNA inducido por la 
NDMA, la NDEA y la NMOR en un 30%, 22,60% y un 
21,85%, respectivamente. Asimismo, estos autores 
han atribuido las discrepancias encontradas en el 
efecto protector de la vitamina C frente al daño al 
DNA inducido por estas N-nitrosaminas, a las 
diferencias en su estructura química, así como en su 
activación metabólica.  
6.5. Interacción de los OSCs o de los ITCs 
con la vitamina C frente al daño al DNA 
inducido por la NPIP y la NDBA 
Recientemente, Møller y Loft (2006) 
realizaron una revisión de 87 estudios científicos 
sobre el papel de los antioxidantes de la dieta en la 
reducción del daño oxidativo al DNA en la orina y en 
las células sanguíneas humanas. Estos autores 
concluyeron que el consumo de alimentos ricos en 
antioxidantes era más efectivo, que el aporte de un 
antioxidante en particular, para reducir el daño 
oxidativo al DNA, aunque los efectos protectores que 
hallaron eran más bajos que los que previamente 
esperaban. Más recientemente, Guarnieri y col. 
(2007) han demostrado que el zumo de naranja 
presenta un mayor efecto protector que la vitamina C 
frente al daño oxidativo al DNA inducido por el 
peróxido de hidrógeno (H2O2), en células 
mononucleares de individuos sanos. Además, Lamy 
y col. (2008) han observado que los extractos de 
rúcula (perteneciente a la familia Brassicaceae) 
reducen el efecto genotóxico del B(a)P en células 
HepG2, empleando el ensayo Cometa. El análisis 
posterior por cromatografía de gases ha permitido la 
identificación del PEITC entre sus componentes 
mayoritarios, aunque esta planta es rica también en 
compuestos polifenólicos (Martínez-Sánchez y col., 
2007), vitamina C y carotenoides (Steinmetz y Potter, 
1991). Así, el efecto antigenotóxico de la rúcula 
puede ser consecuencia de la interacción sinérgica 
de todos estos compuestos. 
Por ello, otro de los objetivos de este 
trabajo consistió en determinar las posibles 
interacciones de los OSCs y de los ITCs con la 
vitamina C, ya que podrían tanto potenciar como 
interferir el efecto protector individual de cada uno de 
ellos. Para alcanzar este objetivo procedimos a 
evaluar el efecto protector de los OSCs y de los ITCs 
en combinación con la vitamina C frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por la NPIP y la NDBA. 
Inicialmente, determinamos el efecto protector del 
DADS, DPS y DPDS en combinación con la vitamina 
C. Los resultados obtenidos con el DPS mostraron 
que la máxima reducción del daño oxidativo al DNA 
inducido por la NPIP se obtuvo a la concentración 
más elevada (50 μM, 72%), mientras que frente a la 
NDBA se alcanzó con la concentración más baja (1 
μM, 80%) (Figura 3 B, artículo 3). Sin embargo, el 
DADS (Figura 2 B, artículo 3) y el DPDS (Figura 4 
B, artículo 3) a todas las concentraciones 
empleadas (0,1-2,5 μM) en combinación con la 
vitamina C (10 μM) redujeron drásticamente las 
purinas oxidadas inducidas por la NPIP (93-97% y 
98-90%, respectivamente) y por la NDBA (94-98% y 
95-91%, respectivamente). Estos resultados reflejan 
que las posibles interacciones entre los OSCs y la 
vitamina C sean probablemente aditivas. Sin 
embargo, ya que la vitamina C por sí sola (10 μM) 
reduce significativamente la oxidación de las purinas 
inducida por la NPIP (80%) y la NDBA (94%) (Figura 
55, Capítulo II, apartado 4.1), es probable que la 
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contribución de los OSCs a este efecto protector no 
sea tan relevante en los tratamientos combinados. Es 
decir, que dicha protección puede ser debida 
únicamente a la vitamina C.  
Nuestro estudio demostró también que 
cuando las células se trataban con el PEITC, el AITC 
o el I3C (0,1-1 μM) en combinación con la vitamina C 
(10 μM), el efecto protector frente a la oxidación de 
las purinas inducida por la NPIP (1 µM, 50, 73, 63%, 
respectivamente) o por la NDBA (0,1 µM, 67, 42, 
32%, respectivamente) (Figuras 1-3 B, artículo 4) 
era superior al de los ITCs solos (Figuras 1-3 A, 
artículo 4). Por otra parte, observamos además que 
el efecto protector de la vitamina C sola frente al 
daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP (80%) y 
la NDBA (94%) era mayor que el del tratamiento 
combinado con los ITCs, poniendo de manifiesto una 
posible interacción antagónica. Park y Levine (2000) 
afirmaron que la acumulación intracelular de ácido 
ascórbico está inhibida por los flavonoides a través 
del bloqueo de la absorción del ácido 
dehidroascórbico y ascórbico en las células HL-60. 
Basándonos en estos hallazgos, sugerimos también 
que los ITCs puedan inhibir la absorción intracelular 
de la vitamina C por un mecanismo similar. 
Por tanto, hoy en día la administración de 
suplementos dietéticos que contienen en sus 
formulaciones vitaminas u otros compuestos 
quimiopreventivos debe realizarse con cautela y 
fomentar el desarrollo de trabajos científicos que 
estudien las posibles interacciones de sus 
componentes. En un estudio in vivo realizado en 
varones se asoció la ingestión de suplementos 
multivitamínicos (vitamina C, vitamina E y β 
caroteno) con una reducción en el daño oxidativo al 
DNA (oxidación de las bases pirimidínicas), siendo 
este efecto más pronunciado entre los fumadores 
(Duthie y col., 1996). En cambio, en otra 
investigación no se observaron cambios en los 
niveles de daño oxidativo al DNA (8-OHdG) en 
individuos fumadores tratados con suplementos 
dietéticos que contenían vitamina C, vitamina E y β 
caroteno (Jacobson y col., 2000).  
6.6. Mecanismos de acción  
6.6.1. Inhibición de la isoforma enzimática 
humana CYP 1A1  
Un posible mecanismo de acción por el que 
los OSCs, los ITCs y la vitamina C evitan que las N-
nitrosaminas dañen macromoléculas celulares, como 
el DNA, es que interaccionen con las enzimas que 
catalizan la activación metabólica de la NPIP y de la 
NDBA (Hecht, 1999). Existen numerosos estudios in 
vivo e in vitro que revelan el papel de los OSCs en la 
inhibición de la actividad enzimática de las isoformas 
CYP 2E1, CYP 2A6 y CYP 1A1, bloqueando así la 
producción de intermediarios genotóxicos (Siess y 
col., 1997; Guyonnet y col., 1999; Fujita y Kamataki, 
2001 b).  
En este sentido, los resultados del artículo 
3 (Figura 7) muestran el efecto inhibidor de los OSCs 
en la O-deetilación de la etoxiresorufina (CYP 1A1), 
responsable de la activación metabólica de la NDBA. 
Como se observa, el DAS (1-50 μM; 73%) y el DADS 
(0,1-2,5 μM; 70%) ejercieron una mayor inhibición de 
la actividad del CYP 1A1 que el DPS (1-50 μM; 68%) 
y el DPDS (0,1-2,5 μM; 37-62%). Además, como 
hemos descrito anteriormente, estos compuestos 
(DADS, DPS y DPDS) redujeron eficientemente el 
daño oxidativo al DNA inducido por la NDBA (92%, 
66% y 80%, respectivamente) (Figura 2 A, 3 A y 4 A, 
artículo 3). Por tanto, existe una buena correlación 
entre el efecto protector del DADS, DPS y DPDS 
frente al daño oxidativo al DNA inducido por la NDBA 
y la inhibición de la actividad enzimática del CYP 
1A1. Estos resultados sugieren que el efecto 
protector del DADS, DPS y DPDS frente al daño 
oxidativo al DNA inducido por la NDBA, puede 
atribuirse a la inhibición de la actividad enzimática del 
CYP 1A1, isoforma responsable de su activación 
metabólica.  
Nuestros resultados también ponen de 
manifiesto que el DAS fue el único OSCs de los 
cuatro evaluados que no mostró efecto protector 
frente al daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP 
y por la NDBA. Sin embargo, si que inhibió la 
actividad enzimática del CYP 1A1. Estas 
discrepancias pueden deberse a que en los ensayos 
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del efecto protector empleábamos como modelo 
biológico, células de hepatoma humano, mientras 
que en los ensayos de actividad enzimática se 
utilizaron microsomas de células de insecto 
transfectadas con baculovirus que expresaban la 
isoforma enzimática humana CYP 1A1. Una de las 
mayores y más importantes desventajas del empleo 
de microsomas es que la biotransformación de los 
xenóbioticos no está influenciada por las moléculas 
transportadoras como sucede en el caso de los 
modelos celulares (Brandon y col., 2003).  
Por otra parte, los trabajos de investigación 
que han centrado su estudio en el efecto protector de 
los ITCs y la inhibición de la actividad enzimática del 
CYP 1A1 son escasos, y la mayor parte de ellos 
muestran resultados muy dispares dependiendo del 
ITCs evaluado. Conaway y col. (1996) han 
demostrado que el AITC inhibe débilmente la 
actividad del CYP 1A1, mientras que Gerhäuser y 
col. (2003) han observado que el PEITC actúa como 
un potente inhibidor de esta isoforma. Sin embargo, 
el I3C estimula la actividad catalítica de esta enzima 
(Horn y col., 2002). El efecto del PEITC, del I3C y del 
AITC en la actividad enzimática del CYP 1A1 se 
muestra en la Figura 6 (Artículo 4) y en la Figura 59 
(Capítulo II, apartado 5.1) del presente trabajo. 
Nuestros resultados demostraron que el PEITC (1 
μM; Figura 6, artículo 4) y el AITC (0,1-1 μM; 
Capítulo II, apartado 5.1) redujeron drásticamente la 
actividad del CYP 1A1 (55% y 58-54%, 
respectivamente), mientras que el I3C (Figura 6, 
artículo 4) no inhibió la actividad de esta enzima a 
ninguna de las concentraciones analizadas (0,1-1 
μM). Como también hemos descrito anteriormente, el 
PEITC y el I3C atenuaron aproximadamente en un 
27% y en un 26%, respectivamente, el daño oxidativo 
al DNA inducido por la NDBA. Sin embargo, el AITC 
incrementó el efecto genotóxico de la NDBA. Por 
tanto, sólo encontramos una buena correlación entre 
el efecto protector del PEITC y la inhibición del CYP 
1A1, lo que sugiere que el efecto protector del PEITC 
frente al daño oxidativo al DNA inducido por la NDBA 
pueda atribuirse a la inhibición de la actividad 
enzimática del CYP 1A1. El efecto protector del I3C 
puede deberse a otros mecanismos diferentes a los 
de la inhibición de las enzimas de la Fase I, como la 
estimulación de las enzimas de la Fase II (Nho y 
Jeffery, 2001; Bacon y col., 2003), la actividad 
antioxidante (Zhang, 2004) o la modulación del 
proceso apoptótico (Chen y col., 2004; Singh y col., 
2004 a).  
A través de diferentes estudios in vivo, se 
ha comprobado que la administración de vitamina C 
disminuye la expresión de la isoforma CYP 1A1 en 
ratas expuestas al humo del tabaco (Ueta y col., 
2001). En el presente trabajo de investigación, 
demostramos que la vitamina C (10 μM) protegió a 
las células HepG2 del daño oxidativo al DNA 
inducido por la NDBA (94%; Figura 56 B, Capítulo II, 
apartado 4.2). Este efecto protector puede atribuirse, 
sólo en parte, a la reducción de la actividad del CYP 
1A1 (19%) por la vitamina C. Sin embargo, estos 
resultados sugieren que otros mecanismos de 
acción, posiblemente, puedan estar también 
implicados en el efecto protector de la vitamina C. 
Entre ellos, cabe destacar la capacidad para atrapar 
los radicales libres (Li y Schellhorn, 2007), la 
estimulación de las enzimas de la Fase II (Elbekai y 
col., 2007) o la regulación de la apoptosis (Hong y 
col., 2007; Pérez-Cruz y col., 2007).  
En resumen, todos los compuestos 
quimiopreventivos analizados en el presente estudio 
inhibieron la actividad de la etoxiresorufina O-
deetilasa (CYP 1A1) (excepto el I3C), en el siguiente 
orden: DAS> DADS > DPS > DPDS > AITC > PEITC 
> Vitamina C. Sin embargo, sólo hallamos una 
buena correlación entre el efecto protector del DADS, 
DPS, DPDS y PEITC frente al daño oxidativo al DNA 
inducido por la NDBA y el porcentaje de inhibición de 
la actividad del CYP 1A1. 
6.6.2. Inhibición de la isoforma 
enzimática humana CYP 2A6  
El efecto protector de los OSCs, los ITCs y 
la vitamina C frente al daño oxidativo al DNA inducido 
por la NPIP puede atribuirse a la inhibición de la 
isoforma enzimática CYP 2A6 (implicada en su 
metabolismo). Los resultados obtenidos por nuestro 
grupo de investigación en un trabajo anterior (Arranz 
2009, Tesis Doctoral) indicaron que los OSCs (DAS, 
38%; DADS, 42%; DPS, 42% y DPDS, 51%), los 
ITCs (AITC, 52%, PEITC 14% e I3C, 24%) y la 
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vitamina C (82%) inhibieron significativamente la 
actividad de la cumarina hidroxilasa (CYP 2A6). En el 
presente estudio (Artículos 3, 4 y Capítulo II, 
apartado 4.2) mostramos también que los OSCs 
(DAS, 29%; DADS, 38%; DPS, 55% y DPDS, 51%), 
los ITCs (PEITC, 26% e I3C, 28%) y la vitamina C 
(80%) protegían eficazmente a las células HepG2 del 
daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP. Por 
tanto, comparando los resultados de la Tesis 
Doctoral Arranz (2009) con los obtenidos en el 
presente trabajo, podemos concluir que existe una 
buena correlación entre el efecto protector de los 
OSCs, los ITCs (excepto el AITC) y la vitamina C y la 
inhibición de la actividad enzimática CYP 2A6.  
6.6.3. Estimulación de la isoforma 
enzimática humana UDP-GT 1A4 
La inhibición de la actividad enzimática del 
CYP 1A1 y del CYP 2A6 (responsables de la 
activación metabólica de la NDBA y de la NPIP) por 
los OSCs, los ITCs y la vitamina C, no parece ser el 
único mecanismo de acción por el que estos 
compuestos ejercen su efecto protector frente al 
daño oxidativo al DNA inducido por las N-
nitrosaminas. La estimulación de las enzimas de la 
Fase II, como la UDP-glucuronil transferasa 1A4 
(UDP-GT 1A4), que convierten los compuestos 
reactivos en menos tóxicos y más fácilmente 
excretables (Gamet-Payrastre y col., 2000; van der 
Logt y col., 2004), parece ser otro de los posibles 
mecanismos implicados en su efecto protector.  
En un trabajo previo realizado por nuestro 
laboratorio (Arranz 2009, Tesis Doctoral), se 
determinó que el DPDS (196%), el I3C (163%) y la 
vitamina C (178%) fueron los compuestos 
quimiopreventivos que aumentaron más 
drásticamente la actividad enzimática de la UDP-GT 
1A4. Sin embargo, la actividad de la UDP-glucuronil 
transferasa 1A4 fue ligeramente estimulada por el 
DAS (140%), el DADS (144%), el DPS (147%), el 
PEITC (117%) y el AITC (116%). En el presente 
trabajo de investigación (Artículos 3, 4 y Capítulo II, 
apartado 4.2) también demostramos el efecto 
protector de los OSCs (DAS, 8-5%; DADS, 38-92%; 
DPDS, 51-64%; DPS, 55-66%), los ITCs (PEITC, 26-
27%; I3C, 28-26%) y la vitamina C (80-94%) frente al 
daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP y la 
NDBA en las células HepG2. Por tanto, comparando 
los resultados obtenidos en la Tesis Doctoral Arranz 
(2009) con los del presente trabajo, se desprende 
que existe una buena correlación entre el efecto 
protector de los OSCs (excepto el DAS), los ITCs y la 
vitamina C y la estimulación de la actividad 
enzimática de la UDP-glucuronil transferasa (UDP-
GT 1A4). 
6.6.4. Efecto de la vitamina C, el DADS y el 
DPDS en la apoptosis inducida por la NPIP y 
la NDBA 
El interés en la nutrición y su relación con el 
cáncer tiene su origen en estudios realizados durante 
las últimas décadas. Se estima que el 30% de los 
casos de cáncer en los países desarrollados están 
relacionados con hábitos de alimentación no 
saludables (Doll y Peto, 1981). Después del tabaco, 
la dieta supone la segunda causa de cáncer 
teóricamente prevenible ya que el consumo de 
ciertos alimentos puede reducir el riesgo de 
desarrollar algunos tipos de cáncer (Davis, 2007). 
Las frutas y los vegetales son ricas en vitaminas y 
fitoquímicos como los carotenoides, los flavonoides, 
los OSCs y los ITCs que explican en parte su efecto 
protector frente a esta enfermedad (Steinmetz y 
Potter, 1991). Esta protección está directamente 
relacionada con la prevención de los daños al DNA 
celular y puede producirse mediante diferentes 
mecanismos de acción. Entre ellos, cabe destacar la 
regulación de la metilación del genoma (Mathers, 
2006), la prevención de la formación de aductos en el 
DNA (Ferguson y col., 2004), la modulación de la 
actividad de las enzimas de la Fase I y II (Fujita y 
Kamataki, 2001 b), la capacidad de atrapar radicales 
libres (Borek, 2001) o la regulación de la apoptosis 
(Corzo-Martínez y col., 2007).  
En la actualidad, uno de los principales 
objetivos de la comunidad científica consiste en la 
búsqueda de compuestos naturales o sintéticos que 
regulen el proceso apoptótico para generar nuevas 
herramientas en la prevención y el tratamiento del 
cáncer. La mayor parte de los estudios realizados in 
vitro muestran que los compuestos quimiopreventivos 
presentes en los alimentos, inducen apoptosis en las 
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células tumorales (D´Agostini y col., 2005). Sin 
embargo hasta la fecha, son escasos los trabajos 
que estudian sus efectos antiapoptóticos (Kim y col., 
2005 b; Koh y col., 2005). Revel y col. (2001, 2003) 
observaron el efecto protector del resveratrol frente a 
los efectos adversos del B(a)P en esperma y en 
pulmón, y lo relacionaron con una reducción del daño 
al DNA y de la apoptosis. La vitamina C protege 
frente a la toxicidad del arsénico en células de 
leucemia humana (HL-60) (Karasavvas y col., 2005) 
y, frente a la de las radiaciones gamma en leucocitos 
humanos (Mozdarani y Ghoraeian, 2008) debido a 
sus efectos antiapoptóticos.  
Los resultados del Capítulo II, apartado 
6.4 mostraron que de todos los compuestos 
quimiopreventivos analizados, la vitamina C, el DADS 
y el DPDS fueron los que presentaron un mayor 
efecto protector frente al daño oxidativo al DNA 
inducido por las N-nitrosaminas en las células 
HepG2, utilizando el ensayo Cometa. Como hemos 
mencionado anteriormente, la inhibición de la 
apoptosis puede ser otro mecanismo de acción por el 
que estos quimiopreventivos ejercen su efecto 
protector. Por esta razón, estudiamos el efecto de la 
vitamina C, el DADS y el DPDS en la apoptosis 
inducida por la NPIP y la NDBA en las células HL-60 
y HepG2, utilizando el método TUNEL.  
En el presente trabajo de investigación, 
evaluamos en primer lugar, la inducción de apoptosis 
por estos compuestos. Ninguno de los agentes 
quimiopreventivos a las concentraciones utilizadas 
[vitamina C (5, 10 y 50 μM); DADS y DPDS (1, 2,5 y 
5 μM)] indujo apoptosis en las células HL-60 y 
HepG2 (Arranz y col., 2008; Figura 1; artículo 5).  
Para los tratamientos combinados, 
seleccionamos las dosis de N-nitrosaminas que 
indujeron alrededor de un 50% de células 
apoptóticas. Así, las células HL-60 se trataron con 20 
mM de NPIP y 2 mM de NDBA (74% y 44% de 
células apoptóticas, respectivamente) y las células 
HepG2 con 25 mM de NPIP y 2,5 mM de NDBA (70% 
y 51%, respectivamente) durante 72 h. La vitamina C 
redujo eficazmente la apoptosis inducida por las N-
nitrosaminas en ambas líneas celulares (Figura 2, 
artículo 5). Una concentración 5 μM de vitamina C 
disminuyó la apoptosis inducida por la NPIP y la 
NDBA en las células HL-60 en un 34 y un 29%, 
respectivamente, mientras la concentración más 
elevada (50 μM) la redujo en un 77 y un 80%, 
respectivamente (Figura 2 A, artículo 5). Asimismo, 
en la línea celular HepG2, el efecto protector de la 
vitamina C (5-50 μM) frente a la apoptosis inducida 
por la NPIP aumentó con el incremento de la 
concentración (60-75% de reducción, 
respectivamente) (Figura 2 B, artículo 5). Sin 
embargo, la vitamina C disminuyó la apoptosis 
inducida por la NDBA en un 60% a todas las 
concentraciones utilizadas (5-50 μM) (Figura 2 B, 
artículo 5).  
La Figura 4 (Artículo 5) muestra que el 
efecto protector del DADS (1-5 μM) frente a la 
apoptosis inducida por la NPIP en las células HL-60 
(Figura 4 A) y HepG2 (Figura 4 B) aumentó con el 
incremento de la concentración (34-73% y 57-72% de 
reducción, respectivamente). En cambio, la máxima 
reducción de la apoptosis inducida por la NDBA se 
observó a la menor concentración de DADS (1 μM) 
tanto en la línea celular HL-60 (Figura 4 A) como en 
la línea celular HepG2 (Figura 4 B) (82% y un 72% 
de reducción, respectivamente), mostrando por tanto 
un efecto antiapoptótico inverso a la dosis. Por 
último, el efecto protector del DPDS frente a la 
apoptosis inducida por la NPIP en las células HL-60 
aumentó con el incremento de la concentración (1-5 
μM, 65-74% de reducción) (Figura 6 A, artículo 5). 
La apoptosis inducida por la NDBA fue reducida solo 
en un 10% a las concentraciones de 1 y 2,5 μM de 
DPDS, mientras que la concentración de 5 μM 
disminuyó el porcentaje de apoptosis en un 57% 
(Figura 6 A, artículo 5). Todas las concentraciones 
analizadas de DPDS (1, 2,5 y 5 μM) redujeron 
eficientemente la apoptosis inducida por la NPIP (62, 
80 y 83% de reducción) y la NDBA (60, 72 y 77% de 
reducción) en las células HepG2 (Figura 6 B, 
artículo 5). 
El potencial antiapoptótico de la vitamina C 
ha sido evaluado también en otros estudios in vivo e 
in vitro. Guney y col. (2007) observaron que la 
apoptosis producida en células endometriales de rata 
tras la administración oral de flúor se reducía con la 
suplementación de vitamina C. Por otra parte, 
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Wenzel y col. (2004) comprobaron que la vitamina C 
(1 mM) bloqueaba la apoptosis inducida por dos 
drogas antitumorales en células humanas de 
carcinoma de colón (HT-29). Recientemente, el 
efecto antiapoptótico de la vitamina C (5-20 nmol) 
frente a otras drogas antitumorales ha sido también 
detectado en células de leucemia (K562) y de linfoma 
(RL) (Heaney y col., 2008). Asimismo, el efecto 
protector de la vitamina C frente a la apoptosis 
inducida por la NDMA y la NPYR ya ha sido 
demostrado en nuestro laboratorio (Arranz y col., 
2008). En este trabajo ampliamos los estudios acerca 
de sus propiedades antiapoptóticas a otras N-
nitrosaminas, la NPIP y la NDBA. Si comparamos los 
resultados obtenidos con las cuatro N-nitrosaminas, 
podemos concluir que la vitamina C (50 μM) ejerce 
un efecto protector similar en las células HL-60 y 
HepG2 frente a la apoptosis inducida por la NPIP 
(77% y 74% de reducción, respectivamente) y la 
NPYR (65% y 63% de reducción, respectivamente), 
dos N-nitrosaminas de estructura cíclica. Sin 
embargo, la inhibición producida por la vitamina C 
(50 μM) en la apoptosis inducida por las 
dialquilnitrosaminas, como la NDBA y la NDMA, es 
mayor en las células HL-60 (80% y 75% de 
reducción, respectivamente) que en las células 
HepG2 (66% y 57% de reducción, respectivamente).  
Como ya hemos mencionado, las N-
nitrosaminas necesitan ser activadas 
metabólicamente por las enzimas del CYP450 para 
ejercer su efecto apoptótico (Lin y col., 1999). Por 
tanto, las diferencias observadas en el efecto 
antiapoptótico de la vitamina C pueden deberse a la 
estructura química de las N-nitrosaminas y a la 
expresión de las isoformas enzimáticas implicadas en 
el metabolismo de las mismas en ambas líneas 
celulares.  
La especie humana no puede sintetizar la 
vitamina C por lo que tiene que obtenerla a través de 
una dieta rica en frutas y vegetales, siendo la 
cantidad diaria recomendada (CDR) de 90 mg/día 
para los hombres y de 75 mg/día para las mujeres 
(Frei y Trabe, 2001; Padayatty y Levine, 2001). Las 
concentraciones plasmáticas de vitamina C varían de 
acuerdo a la ingesta, alcanzando en condiciones 
fisiológicas valores entre 20-200 μM (Liu y col., 
1982). Estudios realizados sobre la relación entre el 
consumo de vitamina C y las concentraciones en 
plasma concluyen que una ingesta de 100 mg/día de 
vitamina C alcanza concentraciones plasmáticas de 
60 μM (Padayatty y col., 2003). Así, una dieta 
equilibrada puede proporcionar unos niveles 
plasmáticos (5-50 μM) de vitamina C adecuados 
para inhibir la apoptosis inducida por las N-
nitrosaminas.  
Los dos mecanismos principales por los 
que se regula la apoptosis son la vía extrínseca, 
mediada por los receptores de la muerte celular, y la 
vía intrínseca, mediada por la mitocondria. Las dos 
caspasas iniciadoras de estas vías son la caspasa-8 
y la -9, respectivamente. Los resultados del Capitulo 
II, apartado 6.2 muestran que en la apoptosis 
inducida por la NPIP y NDBA intervienen la caspasa-
8 y la caspasa-9 (Figura 4, artículo 2) como 
caspasas iniciadoras en las células HepG2. Pérez 
Cruz y col. (2003) han determinado que la vitamina C 
(1-4 mM) inhibe la apoptosis en la línea celular 
monocítica U937 y en monocitos humanos a través 
de la inactivación de la caspasa-8 y como 
consecuencia, reduce la activación de la caspasa-3 
en ambas líneas celulares. Además, la vitamina C 
(500 μM) bloquea la liberación del citocromo c, y las 
caspasas-9 y -3, en células endoteliales humanas 
(Dhar-Mascareño y col., 2005). El efecto 
antiapoptótico de la vitamina C puede deberse por 
tanto a su capacidad para regular la apoptosis 
mediante la inactivación de estas caspasas.  
Otros autores han observado que el DADS 
inhibe el crecimiento de células tumorales humanas 
de sangre, pulmón y próstata (Kwon y col., 2002; Wu 
y col., 2005; Arunkumar y col., 2007; Lin y col., 2007). 
Sin embargo, nuestros resultados demuestran que el 
DADS (1-5 μM) no sólo no induce apoptosis (Figura 
1, artículo 5) sino que reduce la apoptosis inducida 
por la NPIP y la NDBA (Figura 4, articulo 5). 
Además, la máxima reducción de la apoptosis 
inducida por la NDBA se produce a la menor 
concentración de DADS (1 μM) en ambas líneas 
celulares (HL-60, 82%; HepG2, 72%), reflejando un 
efecto antiapoptótico inverso a la dosis (Figura 4, 
artículo 5). Estos resultados confirman los obtenidos 
en el ensayo Cometa, donde la máxima reducción de 
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la oxidación de las purinas inducida por la NDBA se 
obtiene tras el tratamiento con las concentraciones 
más bajas de DADS (Figura 2 A, artículo 3). 
Además, Belloir y col. (2006) han indicado que el 
DADS reduce la genotoxicidad de la NDMA a bajas 
concentraciones (5-25 μM), mientras que a elevadas 
dosis la incrementa (25-50 μM).  
La información disponible acerca de la 
regulación de la apoptosis por los diferentes OSCs es 
aún limitada, centrándose la mayor parte de los 
trabajos publicados hasta el momento en el estudio 
del DADS. Koh y col. (2005) observaron que una 
concentración de 100 μM de DADS aumentaba la 
liberación del citocromo c, la activación de la 
caspasa-3 y la ruptura de la PARP en células 
neuronales PC12, mientras que concentraciones 
menores de DADS (20 μM) inhibieron la liberación 
del citocromo c, la activación de la caspasa-3 y la 
ruptura de la PARP. En la línea celular HL-60 existen 
otros estudios que han evaluado el efecto del DADS 
a elevadas concentraciones. Entre ellos cabe 
destacar los resultados de Kwon y col. (2002) 
señalando que el DADS a una concentración de 25 
μM induce apoptosis a través de la activación de la 
caspasa-3 y de la ruptura de la PARP. Asimismo, Lin 
y col. (2007) han comprobado que el DADS a altas 
concentraciones (60 μM) induce la expresión de 
genes proapoptóticos en las células HL-60. Por tanto, 
parece que el DADS puede ejercer un efecto 
antiapoptótico a bajas concentraciones (< 25 μM) o 
proapoptótico a elevadas concentraciones (> 25 μM) 
en las células HL-60. En cambio, De Martino y col. 
(2006) no han observado el efecto apoptótico del 
DADS en la línea celular HepG2, incluso utilizando 
elevadas concentraciones (50 μM). Esto puede 
indicar que las células HepG2 son más resistentes 
que las células HL-60 frente a los estímulos 
proapoptóticos del DADS. Otros trabajos han 
probado también que el efecto de ciertos compuestos 
quimiopreventivos en la apoptosis es diferente según 
la línea celular estudiada. Pérez-Cruz y col. (2007) 
observaron que la reducción de la apoptosis por la 
vitamina C era mayor en las células de mieloma 
K562 (60%) y U937 (50%) que en las de cáncer de 
próstata PC-3 (30%) y DU-145 (20%).  
Hasta la fecha, son escasos los trabajos 
acerca de los efectos de la cebolla y de sus OSCs en 
la apoptosis celular. Wu y col. (2006) describieron la 
inducción de apoptosis por el aceite de cebolla (12,5 
mg/ml) en células de carcinoma pulmonar (A549) 
mediante la producción intracelular de las EROs. Sin 
embargo, Sundaram y Milner (1996 b) comprobaron 
que el efecto apoptótico del aceite de cebolla en las 
células A549 era producido por el DADS y no por el 
DPDS. En la línea celular HL-60 tan sólo existe un 
estudio que evidencia una marcada supresión de la 
viabilidad celular tras la incubación con aceite de 
cebolla (20 mg/ml) (Seki y col., 2000). El presente 
trabajo de investigación demuestra por primera vez 
que el DPDS, a las concentraciones analizadas, no 
induce apoptosis en las líneas celulares HL-60 y 
HepG2 y, además reduce eficazmente el porcentaje 
de células apoptóticas inducido por la NPIP y la 
NDBA (Figura 6, artículo 5).  
Parece evidente que el efecto de los 
compuestos quimiopreventivos frente a la apoptosis 
depende también de la concentración seleccionada 
en cada estudio. Así, un mismo compuesto puede 
actuar bien como inductor de apoptosis cuando se 
emplea a elevadas concentraciones o bien como 
inhibidor cuando se reducen las dosis utilizadas. 
Recientemente, D´Agostini y col. (2005) realizaron 
una revisión de 2.000 trabajos científicos sobre la 
regulación de la apoptosis por los agentes 
quimiopreventivos de la dieta y encontraron que en la 
mayoría de los ensayos in vitro la inducción de 
apoptosis por estos compuestos se debe a la 
utilización de concentraciones demasiado elevadas 
que potencian su toxicidad. En nuestro estudio, la 
vitamina C, el DADS y el DPDS disminuyeron 
eficazmente la apoptosis inducida por las N-
nitrosaminas en las células HL-60 y HepG2. Este 
efecto antiapoptótico puede atribuirse a la utilización 
de concentraciones relativamente bajas de vitamina 
C (< 50 μM), DADS (< 5 μM) y DPDS (< 5 μM) que 
no potencian su efecto tóxico y contribuyen a la 
reducción de la apoptosis inducida por las N-
nitrosaminas. Por tanto, la inhibición de la apoptosis 
parece ser otro mecanismo de acción por el que 
estos compuestos quimiopreventivos ejercen su 
efecto protector. 
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6.6.5. Capacidad de la vitamina C, el 
DADS y el DPDS de atrapar las EROs 
producidas por la NPIP y la NDBA 
La influencia de la dieta en el desarrollo y 
tratamiento de la enfermedad es cada vez más 
evidente (Davis, 2007). Los estudios epidemiológicos 
han establecido la asociación existente entre el 
consumo de frutas y vegetales, y una menor 
incidencia de las enfermedades cardiovasculares y el 
cáncer (Temple, 2000; Willett, 2002). Sin embargo, 
aún no se sabe con certeza qué constituyente 
presente en las frutas y los vegetales es el 
responsable de este efecto protector, y se asume que 
los diferentes antioxidantes presentes en los mismos 
contribuyen en su conjunto a esta defensa (Sun y 
col., 2002; Chu y col., 2002; Adom y col., 2003). La 
prevención de las enfermedades degenerativas, cuyo 
origen está relacionado con procesos oxidativos, ha 
favorecido notablemente la difusión de la hipótesis 
antioxidante (Ames y Gold, 1991). Los antioxidantes 
a los que se ha prestado mayor atención son las 
vitamina C y E, los carotenoides y los compuestos 
polifenólicos (Liu, 2004). Sin embargo, una sola 
ración de frutas y vegetales puede contener cientos 
de compuestos antioxidantes, muchos de ellos aún 
desconocidos. En concreto, el ajo (Allium sativum) y 
la cebolla (Allium cepa) contienen constituyentes con 
excelentes propiedades antioxidantes como son los 
OSCs y la vitamina C (Teyssier y Siess, 2000; 
Kodentsova y col., 2002). Los dos OSCs que se 
encuentran con mayor frecuencia en estos vegetales 
son el DADS y el DPDS. 
En un estudio previo realizado por nuestro 
grupo de investigación (Arranz y col., 2007 c) se ha 
evaluado el efecto protector de la vitamina C, el 
DADS y el DPDS frente al daño oxidativo al DNA 
(oxidación de las bases púricas y pirimidínicas) 
inducido por el peróxido de hidrógeno (H2O2) en las 
células HepG2, utilizando el ensayo Cometa. Los 
resultados obtenidos muestran que la vitamina C, el 
DADS y el DPDS reducen el daño oxidativo al DNA 
producido por el tratamiento con el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) debido a su capacidad para atrapar 
los radicales libres. Asimismo, en este trabajo hemos 
demostrado que la NPIP aumenta los niveles 
intracelulares de las EROs en las líneas HL-60 
(Figura 6 A, artículo 1) y HepG2 (Figura 5 A, 
artículo 2), mientras que la NDBA lo hace solamente 
en las células HL-60 (Figura 6 B, artículo 1). Estos 
resultados son innovadores, puesto que la 
comunidad científica aún debate si el estrés oxidativo 
contribuye al efecto tóxico de las N-nitrosaminas, 
agentes predominantemente alquilantes (Erkekoglu y 
Baydar, 2010). Por ello, en este trabajo de 
investigación consideramos de interés evaluar la 
capacidad de la vitamina C, el DADS y el DPDS de 
atrapar las EROs producidas por la NPIP y la NDBA 
en ambas líneas celulares.  
El pretratamiento de las células HL-60 y 
HepG2 con la vitamina C (5-50 μM) (Figura 3, 
artículo 5) no elevó los niveles de las EROs 
intracelulares, mientras que el DADS (1-5 μM) 
(Figura 5, artículo 5) y el DPDS (1-5 μM) (Figura 7, 
artículo 5) aumentaron la producción de las EROs 
con el incremento de la concentración en ambas 
líneas celulares. Otros autores han obtenido 
resultados similares, demostrando que el DADS 
estimula la producción de las EROs con el aumento 
de la concentración. Entre ellos, Kim y col. (2005 b) 
observaron que el DADS en células neuronales de 
ratón (N18D3) aumentaba la producción intracelular 
de las EROs a concentraciones superiores a 25 μM. 
Además, Wu y col. (2005) comprobaron que el DADS 
a partir de 200 μM incrementaba significativamente 
los niveles intracelulares de las EROs en células de 
carcinoma de pulmón (A549).  
En los tratamiento combinados, la vitamina 
C a todas las concentraciones examinadas (5-50 μM) 
disminuyó la producción de las EROs inducida por la 
NPIP en las células HL-60 (51-60% de reducción, 
respectivamente) y en las HepG2 (29-58% de 
reducción, respectivamente) (Figura 3, artículo 5). 
Sin embargo, el aumento de las EROs en las células 
HL-60 tratadas con la NDBA fue sólo parcialmente 
reducido por la vitamina C a las concentraciones de 
10 y 50 μM (9-19% de reducción, respectivamente) 
(Figura 3, artículo 5). Por el contrario, el DADS a 
todas las concentraciones utilizadas (1-5 μM) 
incrementó las EROs producidas por la NPIP y la 
NDBA en las células HL-60 (16-40% y 3-20% de 
incremento, respectivamente) y en las HepG2 (1-18% 
de incremento) (Figura 5, artículo 5). En el caso del 
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DPDS, la producción intracelular de las EROs 
inducida por la NPIP en la línea HL-60 se redujo tras 
el pretratamiento a todas las concentraciones 
estudiadas (1-5 μM, 52-34% de reducción, 
respectivamente), mientras que las EROs producidas 
por la NDBA sólo disminuyeron a la concentración 
más baja (1 μM, 25% de reducción) (Figura 7 A, 
artículo 5). En la línea celular HepG2, la producción 
de las EROs inducida por la NPIP se redujo 
ligeramente a 1 μM de DPDS (24% de reducción) y 
aumentó a 2,5 y 5 μM (8 y 17% de incremento, 
respectivamente) (Figura 7 B, artículo 5). En 
definitiva, nuestros resultados indican que el DADS 
no es capaz de reducir las EROs producidas por la 
NPIP y la NDBA, mientras que el DPDS las 
disminuye pero menos eficientemente que la vitamina 
C. Además, la vitamina C y el DPDS reducen en 
mayor porcentaje las EROs producidas por la NPIP 
que las producidas por la NDBA, y este efecto 
protector es más pronunciado en la línea celular HL-
60 que en la línea HepG2.  
Por otra parte, en el Capítulo II, apartado 
6.3 se muestra que la NAC reduce eficazmente la 
producción de las EROs inducida por la NPIP en 
ambas líneas celulares (Figura 7 A, artículo 1; 
Figura 6 A, artículo 2) y por la NDBA únicamente en 
la línea celular HL-60 (Figura 7 B, artículo 1). De 
acuerdo con los resultados obtenidos, los 
antioxidantes de naturaleza hidrofílica como la NAC 
(20 mM) (Figura 7, artículo 1; Figura 6 A, artículo 
2) y la vitamina C (5-50 μM) (Figura 3, artículo 5) 
presentan una mayor capacidad de atrapar las EROs 
producidas por las N-nitrosaminas que los 
antioxidantes lipofílicos, como el DADS (1-5 μM) 
(Figura 5, artículo 5) y el DPDS (1-5 μM) (Figura 7, 
artículo 5). Estas diferencias en la capacidad de 
atrapar las EROs por parte de los antioxidantes de 
distinta naturaleza pueden atribuirse inicialmente a 
diferencias en los tipos de las EROs producidas por 
las N-nitrosaminas no relacionadas estructuralmente. 
En este sentido, se ha demostrado que el ajo atrapa 
preferentemente radicales peróxido (H2O2) e hidroxilo 
(HO•) (Yang y col., 1993; Auroma y col., 1997), 
mientras que la vitamina C reacciona directamente 
con el superóxido (•O2-), el hidroxilo (HO•) y el 
oxígeno singlete (1O2) (Machlin y Bendich, 1987). En 
segundo lugar, los antioxidantes hidrofílicos y 
lipofílicos presentan diferencias en la capacidad de 
atrapar las EROs dependiendo de la localización 
intracelular de las mismas, siendo más o menos 
accesibles a estas localizaciones según sus 
características de solubilidad (Gorman y col., 1997).  
Se acepta generalmente que los 
compuestos inductores de apoptosis estimulan, a su 
vez, el estrés oxidativo, mientras que los compuestos 
con propiedades antiapoptóticas muestran también 
actividad antioxidante (Buttke y Sandstrom, 1994). 
Según esta hipótesis, el efecto protector de la 
vitamina C y el DPDS frente a la apoptosis inducida 
por la NPIP y la NDBA (Figura 2, articulo 5) puede 
estar relacionado con su capacidad de atrapar las 
EROs (Figura 3, artículo 5). Por otra parte, otros 
mecanismos de acción pueden justificar el efecto 
antiapoptótico de los antioxidantes de naturaleza 
lipofílica (DADS y DPDS) frente a las N-nitrosaminas 
(Figura 4 y 6, artículo 5). La administración de 
aceite de ajo y de cebolla a ratas tratadas con 
nicotina incrementa las reservas intracelulares de 
glutatión (GSH) (Helen y col., 1999). Ghibelli y col. 
(1999) asocian los niveles bajos de GSH con la 
liberación del citocromo c y la activación de la 
procaspasa-9, que a su vez activa a la caspasa-3 y el 
proceso apoptótico. Por ello, los efectos 
antiapoptóticos del DADS y del DPDS pueden estar 
relacionados con un aumento en las reservas de 
GSH.  
Numerosos autores han comprobado que la 
activación metabólica de los carcinógenos, como el 
B(a)P, las aminas heterocíclicas y la NDMA, por el 
CYP450 es imprescindible para que se desencadene 
el proceso apoptótico (Hirose y col., 1998; Lin y col., 
1999; Solhaug y col., 2005). Los resultados del 
Capítulo II, apartado 6.6.1 y 6.6.2 muestran que la 
vitamina C, el DADS y el DPDS actúan como 
eficaces inhibidores de las isoformas enzimáticas 
humanas CYP 1A1 y CYP 2A6 (implicadas en el 
metabolismo de la NDBA y de la NPIP). Además, el 
DADS ejerce un aumento moderado de la actividad 
enzimática de la UDP-glucuronil transferasa 1A4 
(UDP-GT 1A4) (enzima de la Fase II), mientras que 
la vitamina C y el DPDS presentan un efecto más 
pronunciado (Capítulo II, apartado 6.6.3). El efecto 
antiapoptótico de la vitamina C, DADS y DPDS 
puede atribuirse también a la inhibición de la 
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actividad de las enzimas de la Fase I o/y estimulación 
de la actividad de las enzimas de la Fase II.  
En definitiva, la capacidad de la vitamina C 
y el DPDS de atrapar las EROs producidas por la 
NPIP y la NDBA puede ser uno de los mecanismos 
de acción por el que inhiben la apoptosis inducida por 
las N-nitrosaminas. Sin embargo, en el efecto 
protector de los antioxidantes de la dieta frente a la 
apoptosis inducida por las N-nitrosaminas parece ser 
que están también implicados otros mecanismos.  
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1. La N-nitrosopiperidina (NPIP) y la N-nitrosodibutilamina (NDBA) causan daño alquilativo (alquilación de 
purinas) y oxidativo (oxidación de purinas y pirimidinas) al DNA en la línea celular HepG2. Además, la 
NDBA es menos alquilativa y oxidativa que la NPIP.  
2. La NPIP y la NDBA inducen apoptosis dependiente de caspasas e independiente de las EROs, en las 
líneas tumorales humanas HL-60 y HepG2. En la inducción de apoptosis la NDBA es más potente que la 
NPIP y, la línea celular HepG2 más resistente que la HL-60. 
3. Los compuestos organosulfurados (OSCs), los isotiocianatos (ITCs) y la vitamina C protegen a las células 
de hepatoma humano del daño oxidativo al DNA inducido por la NPIP y la NDBA. De todos los 
compuestos evaluados, la vitamina C es la más eficaz, seguida de los OSCs y por último, de los ITCs. 
4. El disulfuro de dialilo, DADS, el sulfuro de dipropilo, DPS, el disulfuro de dipropilo, DPDS y la vitamina C, 
eliminan más eficazmente las purinas oxidadas inducidas por la NDBA, mientras que el fenetil 
isotiocianato, PEITC, y el indol-3-carbinol, I3C, reducen de forma similar la inducida por ambas N-
nitrosaminas. 
5. Es posible que las interacciones entre los OSCs y la vitamina C sean probablemente aditivas. Sin 
embargo, ya que la vitamina C por sí sola reduce significativamente la oxidación de las purinas inducida 
por ambas N-nitrosaminas, es probable que la contribución de los OSCs a este efecto protector no sea tan 
relevante en los tratamientos combinados. Por otra parte, el efecto protector de la vitamina C, sola, es 
mayor que el del tratamiento combinado con los ITCs, poniendo de manifiesto una posible interacción 
antagónica. 
6. Todos los compuestos quimiopreventivos estudiados actúan utilizando diferentes mecanismos de acción 
para ejercer su efecto protector. Los OSCs estimulan la actividad detoxificadora e inhiben la actividad 
enzimática del CYP 1A1 y la del CYP 2A6, mientras que los ITCs actúan principalmente inhibiendo la 
actividad del CYP 1A1 y la del CYP 2A6. Finalmente, la vitamina C estimula la actividad detoxificadora e 
inhibe la actividad del CYP 2A6.  
7. La vitamina C, el DADS y el DPDS reducen la apoptosis inducida por la NPIP y la NDBA. Además, la 
capacidad de la vitamina C y del DPDS de atrapar las EROs puede contribuir a este efecto. No obstante, 
los antioxidantes hidrofílicos, como la vitamina C, presentan una mayor capacidad de atrapar las EROs 
producidas por estas N-nitrosaminas que los antioxidantes lipofílicos, como el DPDS. 
8. La estructura química y la activación metabólica de la N-nitrosamina juegan un papel fundamental en el 
daño oxidativo, el daño alquilativo, la inducción de apoptosis, la producción de las EROs y el efecto 
protector. En el caso de los OSCs, este último depende además del número de átomos de azufre en su 
estructura química.  
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1. N-nitrosopiperidine (NPIP) and N-nitrosodibutylamine (NDBA) cause alkylative (alkylation of purines) and 
oxidative (oxidation of purines and pyrimidines) DNA damage in HepG2 cell line. Moreover, NDBA is less 
alkylative and oxidative than NPIP.  
2. NPIP and NDBA induce caspase-dependent and ROS-independent apoptosis in human tumour cell lines 
HL-60 and HepG2. In the apoptosis induction, NDBA is more potent than NPIP, and HepG2 cell line is 
more resistent than HL-60.  
3. Organosulfur compounds (OSCs), isothiocyanates (ITCs) and vitamin C protect human hepatoma cells 
towards oxidative DNA damage induced by NPIP and NDBA. Among all evaluated compounds, vitamin C 
is the most effective, followed by OSCs and finally, ITCs.  
4. Diallyl disulphide, DADS, dipropyl sulphide, DPS, dipropyl disulphide, DPDS, and vitamin C remove the 
oxidized purines induced by NDBA more efficiently than by NPIP, whereas phenethyl isothiocyanate, 
PEITC, and indole-3-carbinol, I3C, reduce the oxidation of purines induced by both N-nitrosamines 
similarly.  
5. It is possible that interactions between OSCs and vitamin C may be probably additive. However, since 
vitamin C alone reduces the oxidation of purines induced by both N-nitrosamines significantly, it is probably 
that the contribution of OSCs in this protective effect may not be relevant in combined treatments. On the 
other hand, the protective effect of vitamin C alone is higher than combined treatment with ITCs, revealing 
a possible antagonic interaction.   
6. All chemopreventive compounds evaluated acted through different mechanisms of action to exert their 
protective effect. OSCs stimulate the detoxification activity and inhibit the CYP 1A1 and CYP 2A6 activity, 
whereas ITCs mainly act inhibiting CYP 1A1 and CYP 2A6 activity. Finally, vitamin C stimulates the 
detoxification activity and inhibits the CYP 2A6 activity. 
7. Vitamin C, DADS and DPDS reduce the NPIP and NDBA-induced apoptosis. Moreover, the scavenging 
ability of vitamin C and DPDS can contribute to this effect. However, ROS production induced by N-
nitrosamines was more efficiently diminished by hydrophilic antioxidants, such as vitamin C, than by 
lipophilic antioxidants, such as DPDS. 
8. The chemical structure and metabolic activation of N-nitrosamine play an important role in the oxidative 
damage, alkylative damage, apoptosis induction, EROs production and protective effect. In the case of 
OSCs, this last depends as well as the number of sulphur atoms of their chemical structure. 
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La línea de investigación que nuestro grupo viene 
realizando durante los últimos quince años consiste 
en utilizar la estrategia quimiopreventiva frente a 
compuestos carcinogénicos de la dieta. En este 
sentido, ya hemos evaluado el efecto protector de los 
compuestos organosulfurados, OSCs (plantas del 
género Allium como el ajo y la cebolla), los 
isotiocianatos, ITCs (vegetales de la familia 
Cruciferae) y la vitamina C (frutas y vegetales), frente 
al daño al DNA inducido por las N-nitrosaminas 
presentes con mayor frecuencia en los alimentos 
(NDMA, NPYR, NPIP y NDBA). Sin embargo, se 
desconoce el efecto protector de estos agentes 
quimiopreventivos cuando son ingeridos a través de 
la dieta. Una sola ración de frutas y vegetales 
contiene cientos de estos compuestos y entre ellos 
pueden darse interacciones que potencien o 
interfieran el efecto protector individual de cada uno 
de ellos. Por ello, otro de los objetivos de nuestro 
grupo consiste en evaluar las posibles interacciones 
entre los compuestos quimiopreventivos.  
Además, está línea de investigación ha 
profundizado en los mecanismos de acción por los 
que los compuestos quimiopreventivos ejercen su 
efecto protector. Entre ellos cabe destacar, la 
inhibición de las enzimas de la Fase I del CYP450, la 
estimulación de las enzimas de la Fase II, la 
capacidad antioxidante y finalmente, la inhibición de 
la apoptosis. Sin embargo, existen recientes estudios 
que describen otros posibles mecanismos de acción, 
entre ellos, sería interesante conocer el papel que 
desempeñan las alteraciones epigenéticas en el 
desarrollo del cáncer, y cómo los componentes de la 
dieta pueden prevenirlas.  
La epigenética abarca una serie de 
alteraciones heredables en la expresión génica que 
no están causadas directamente por la alteración en 
la secuencia nucleotídica del DNA, como son la 
metilación del DNA y la modificación post-
transduccional de las histonas mediante metilación o 
acetilación.  
La metilación del DNA es la principal 
modificación epigenética descrita en la especie 
humana. Se produce en los residuos de citosina (5-
metilcitosina) situados en los islotes CpG, que se 
encuentran a su vez concentrados en las regiones 
promotoras de los genes. La ausencia de metilación 
en un islote CpG es un indicador de que el sitio de 
transcripción está activado y que es capaz de ser 
transcrito de DNA a RNA. En las células tumorales, la 
hipometilación del genoma va acompañada de la 
hipermetilación en los islotes CpG de las regiones 
promotoras. Esta hipermetilación se relaciona con el 
silenciamiento transcripcional y es un mecanismo de 
inactivación de los genes supresores de tumores. 
Así, la hipermetilación y el silenciamiento de un gen 
reparador del DNA, como el gen que codifica la 
enzima O6-metilguanína-DNA-metiltransferasa 
(MGMT), que previene la transición de una G por una 
A, desencadena la subsiguiente acumulación de este 
tipo de transiciones en otros genes reguladores 
importantes (k-ras, p53), favoreciendo el desarrollo 
tumoral. Una lesión importante producida por las N-
nitrosaminas es la O6-metilguanina que en las células 
tumorales deficientes en la enzima reparadora 
MGMT conducirá a un aumento de las transiciones 
del par G-A, de las mutaciones en oncogenes y de 
genes supresores de tumores (k-ras, p53), y por 
tanto propiciará la progresión tumoral.  
A diferencia de las mutaciones genéticas, el 
silenciamiento epigenético es potencialmente 
reversible. En la actualidad, existen drogas que 
inducen la desmetilación del DNA y conducen a la 
reexpresión de los genes silenciados, recuperándose 
así su función original. En este sentido, se ha 
observado también que algunos compuestos de la 
dieta como el folato, la colina, la vitamina B6 y la 
vitamina B12 pueden alterar el patrón de metilación 
del DNA a través de tres mecanismos diferentes: 1) 
disminuyendo la disponibilidad de grupos metilo; 2) 
alterando el uso de los grupos metilo por cambios en 
la actividad de la DNA metiltransferasa (implicada en 
la incorporación del grupo metilo en el DNA) y 3) 
induciendo cambios en la actividad de la DNA 
desmetilasa. 
La modificación post-transduccional de las 
histonas puede ser considerada como otro 
mecanismo de control epigenético. Los extremos 
amino terminales de las histonas que conforman los 
nucleosomas pueden ser metilados (conduciendo a 
un silenciamiento de los genes) o acetilados 
(provocando la activación de los genes). La 
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acetilación es la modificación más estudiada, y está 
controlada por las enzimas histona acetiltransferasas 
(HATs) y las histona deacetilasas (HDACs). Estas 
enzimas nucleares regulan la estructura de la 
cromatina modificando la expresión de los genes. En 
el caso particular del cáncer, se ha observado que la 
acetilación de los extremos amino terminales de las 
histonas inducen un cambio conformacional en la 
cromatina cuyo resultado final es la transcripción de 
genes supresores de tumores. Por tanto, los 
compuestos inhibidores de las HDACs pueden 
emplearse para prevenir la progresión del cáncer. 
Muchos de ellos se obtienen por síntesis en los 
laboratorios o bien tienen un origen natural como es 
el caso del sulfurafano (SFN) o del disulfuro de dialilo 
(DADS). 
En este sentido, y dada la experiencia 
adquirida durante el desarrollo de mi Tesis Doctoral, 
sería interesante integrarme en la línea de 
investigación desarrollada por el grupo del Dr. 
Bertrand Joseph, del Departamento de Oncología y 
Patología del Instituto Karolinska, en Estocolmo. Este 
grupo de investigación estudia las alteraciones de la 
metilación del DNA y las modificaciones de las 
histonas, así como su contribución al cáncer en la 
especie humana. Todo ello nos permitiría conocer y 
profundizar en la regulación epigenética del cáncer 
aplicando los conocimientos adquiridos en la 
búsqueda de nuevos agentes quimiopreventivos, que 
regulen estos cambios y por tanto, contribuyan a la 
protección frente al desarrollo tumoral. 
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